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Adh über Plastikadhärenz aufgereinigte Zellen
AmpR Ampicillin-Resistenz





CAP cytotoxicity-dependent APO-1-associated protein
CD cluster of differentiation
CHX Cycloheximid
CLARP Caspase-like apoptosis-regulatory protein
CMV Zytomegalievirus
cpm counts per minute
DAB  3,3'-Diaminobenzidine tetrahydrochloride
DED death effector domain
DD death domain
DISC death-inducing signaling complex
DMEM Dulbecco`s Modifiziertes Eagle Medium
EBV Epstein-Barr-Virus
EGFP enhanced green flourescent protein
FACS fluorescence associated cell sorter and analyser
FADD Fas-associated protein with death domain 
Fic über einen doppelten Ficoll-Dichtegradienten aufgereinigte Zellen
FLAME-1 FADD-like antiapoptotic molecule
FLICE FADD-like ICE (Caspase-8)
FLIP FLICE inhibitory protein
gD Glykoprotein D
GM-CSF granulocyte-macrophage colony stimulating factor




HRP (horse raddish) Meerrettich Peroxidase
HSV Herpes-simplex-Virus
IAP inhibitor of apoptosis protein
ICAM intracellular cell adhesion molecule
ICE IL-1β-converting enzyme






LFA lymphocyte function-associated antigen
LPS Lipopolysaccharid
MAP Mikrotubuli assoziierte Porteine
M-CSF macrophage colony stimulating factor
mDC mature dendritic cell (reife Dendritische Zelle)
MFI mean fluorescence intensity
MHC (major histocompatibility complex) Haupthistokompatibilitätskomplex
MOI multiplicity of infection
MRIT MACH-related inducer of toxicity
MTT 3-(4,5-Dimethyl-thiazol-2yl)-2,5-diphenyltetrazolium Bromid
Neg über Negativselektion mittels magnetischer Beads aufgereinigte Zellen
Ni-NTA nickel-nitrilotriacetic acid
ORF open reading frame
PBMC peripheral blood mononuclear cells
PBS phosphate buffered saline
PCR (polymerase chain reaction) Polymerase-Kettenreaktion




Pos über Positivselektion mittels magnetischer Beads aufgereinigte Zellen
PVDF Poly Vinyliden Flourid
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RIP receptor interacting protein
RPMI 1640 (Roswell Park Memorial lnstitute) Zellkulturmedium
SDS-PAGE Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid Gelelektrophorese
TAF-I template-activating-factor-I
TAP transporter associated with antigen processing
TB-Medium terrific broth-Medium





TNF Tumor Nekrose Faktor
TR terminal repeat
TRADD tumor necrosis factor receptor-associated death domain
TRAIL  TNF-related apoptosis inducing ligand
Tris Tris-(hydroxymethyl)aminomethan
TUNEL Terminal-desoxynucleotidyl-Transferase-mediated dUTP nick end labeling
U unique
Usurpin usurps caspase-8 and inhibits cell death






Das Immunsystem hat sich entwickelt, um den Wirt vor einer Infektion mit Bakterien,
Viren, Pilzen und Parasiten zu schützen. Vertebraten und  Invertebraten, sowie niedere
Organismen verfolgen dabei jeweils verschiedene Strategien. Im Folgenden soll nur auf das
Immunsystem des Menschen eingegangen werden.
Die meisten Infektionserreger können die Körperoberfläche nicht durchdringen, sondern
werden von verschiedenen biochemischen und physikalischen Schutzmechanismen
zurückgehalten. Neben der Haut sind es vor allem Enzyme wie Lysozym in Sekreten,
Flimmerhärchen in den Luftwegen oder Schleim auf den Schleimhäuten in Mund, Nase und
Rachen, die eine wirksame mechanische Barriere bilden. Werden diese Barrieren
durchbrochen, müssen die Erreger durch ein Zusammenspiel verschiedener Zelltypen und
löslicher Moleküle wie Zytokine und Antikörper eliminiert werden.
Das Immunsystem läßt sich in eine angeborene, überwiegend unspezifische und eine
erworbene, spezifische Immunantwort unterteilen. Beide Systeme, die angeborene und die
erworbene Immunität, arbeiten eng zusammen.
3.1.1 Angeborene Immunität
Die meisten Erreger werden vom angeborenen Immunsystem erfolgreich bekämpft.
Hierbei sind verschiedene Zellen beteiligt. Phagozytierende Zellen wie Monozyten,
Makrophagen, neutrophile und basophile Granulozyten können Mikroorganismen
unspezifisch binden, phagozytieren und intrazellulär zerstören. Natürliche Killerzellen können
Veränderungen auf der Zelloberfläche, wie sie z.B. nach einer Virusinfektion auftreten,
erkennen und die entsprechenden Zellen abtöten. Lösliche Faktoren wie Interferone,
Lysozym, Zytokine und die Proteine des Komplementsystems unterstützen die Zytotoxizität.
3.1.2 Erworbene Immunität
Unter der erworbenen oder adaptiven Immunantwort versteht man die spezifische Reaktion
von Lymphozyten auf ein Antigen. Die immense Rezeptorvielfalt der T- und B-Zellen
ermöglicht dabei eine breite Antigenerkennung. Professionelle Antigenpräsentierende Zellen
wie Makrophagen, Dendritische Zellen und B-Zellen spielen eine zentrale Rolle in der
erworbenen Immunität. Diese können endogene und exogene Antigene, die durch Endozytose
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und/ oder Phagozytose aufgenommen wurden, intrazellulär prozessieren. Die entstandenen
Proteinfragmente werden über Klasse I- und Klasse II-Moleküle des
Haupthistokompatibilitätskomplexes (MHC) auf der Zelloberfläche präsentiert. Diesen
Antigen-MHC-Komplex erkennen T-Zellen, die dann durch Zytokinausschüttung eine
Immunantwort einleiten. Bei Virusinfektionen spielen Dendritische Zellen als professionelle
Antigenpräsentierende Zellen die Hauptrolle (Heath et al., 2001).
3.2 DENDRITISCHE ZELLEN
Die ersten Dendritischen Zelle wurden 1868 in der Epidermis identifiziert und nach ihrem
Entdecker Langerhans Zellen genannt. Fast hundert Jahre später wurden Dendritische Zellen
auch in anderen Geweben entdeckt und als wichtige Zellen des Immunsystems erkannt
(Steinman et al., 1973).
Dendritische Zellen stammen von myelomonozytären und lymphoiden hämatopoetischen
Vorläuferzellen aus dem Knochenmark ab und befinden sich in situ vor allem in den T- und
B-Zell-reichen Zonen primärer und sekundärer lymphatischer Organe, mukösen Membranen,
im Blut und in der Lymphe. In den meisten Geweben und Organen wie Lunge und Haut
liegen Dendritische Zellen als unreife Zellen vor, die noch nicht fähig sind, T-Zellen zu
stimulieren (Abb. 1). Die Aufnahme von nekrotischem Material, die Anwesenheit von
pathogenen Keimen und das umliegende Zytokinmilieu des jeweiligen infizierten Gewebes
oder Organs  führt in situ zur Mobilisierung und Reifung der Dendritischen Zellen (Steinman,
1991). An der Signalübertragung sind Toll-like Receptors (TLR) beteiligt (Visintin et al.,
2001). Nach ihrer Stimulierung wandern die Dendritischen Zellen über das afferente
Lymphsystem in die T-Zell-Regionen der Lymphknoten, um schließlich zu ausgereiften
interdigitierenden Dendritische Zellen zu werden, die dann in der Lage sind, T-Zellen zur
Aktivierung und Proliferation anzuregen. Dabei kann eine einzige Dendritische Zelle hunderte
von naiven oder ruhenden T-Zellen über die Präsentation von Antigenen auf MHC-I- und -II-
Molekülen stimulieren (Banchereau et al., 1998).
Professionelle Antigenpräsentierende Zellen, vor allem Dendritische Zellen, können
apoptotisches Material aufnehmen und so prozessieren, daß die exogenen Antigene nicht nur
duch MHC-II-, sondern auch durch MHC-I-Moleküle präsentiert werden (Kreuzpräsentation,
Heath et al., 2001). Dies führt zur Stimulation oder auch zur Toleranzinduktion von CD8+
zytotoxischen T-Zellen, die Antigen nur im Kontext von MHC-I-Molekülen erkennen können
(Bachmann et al., 1996). Die Präsentation von Antigenen über MHC-II-Moleküle führt
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dagegen zur Aktivierung beziehungsweise Toleranzinduktion Zytokin-sezernierender CD4+
T-Helferzellen (Ridge et al., 1998).
3.2.1 Unterschiede zwischen unreifen und reifen Dendritischen Zellen 
Unreife und reife Dendritische Zellen unterscheiden sich neben ihrer Funktion noch in
einer Reihe unterschiedlich stark exprimierter Oberflächenmoleküle (Abb. 1).
Abb. 1: Unterschiede zwischen reifen und unreifen Dendritischen Zellen. 
Die Veränderung der spezifischen Funktionen und Eigenschaften von unreifen und reifen
Dendritischen Zellen wird durch die Dicke des Balkens unter den jeweiligen Reifestadien repräsentiert.
Die Oberflächenmoleküle und Zytokine rechts neben den Balken repräsentieren typische Marker der
jeweiligen Funktionen.
Auf unreifen Dendritischen Zellen werden Monozyten- und Makrophagen-Marker, wie
CD14 (LPS-Rezeptor), CD36 (GPIV) und CD115 (M-CSF-Rezeptor) exprimiert, die auf
reifen Dendritischen Zellen fehlen (Bell et al., 1999). Durch eine große Anzahl verschiedener
Rezeptoren auf ihrer Oberfläche sind unreife Dendritische Zellen in der Lage, exogenes
Antigen durch Makropinozytose und Rezeptor-vermittelte Endozytose (z.B. über Fcγ-, Fcε-
und Mannose-Rezeptoren) aufzunehmen (Engering et al., 1997). Desweiteren zeichnen sie
sich durch Phagozytose von apoptotischem Material aus (Albert et al., 1998). 
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Die Phagozytoseaktivität nimmt in reifen Dendritischen Zellen stark ab (Banchereau et al.,
1998). Dagegen nimmt die Oberflächenexpression von MHC-Peptid-Komplexen auf reifen
Dendritischen Zellen stark zu. Sie ist zehn bis hundert Mal höher als auf anderen Antigen
präsentierenden Zellen, wie B-Zellen oder Monozyten (Inaba et al., 1997). Die Expression
von CD1a, einem Protein zur Präsentation von Lipiden, nimmt in reifen Dendritischen Zellen
jedoch stark ab (Cao et al., 2002). CD83 stellt einen spezifischen Marker für reife
Dendritische Zellen dar (Zhou et al., 1995). Seine Funktion ist allerdings noch unbekannt.
Darüber hinaus kommt es auf der Oberfläche reifer Dendritischer Zellen zu einer erhöhten
Expression verschiedener Adhäsionsmoleküle, wie CD54 (ICAM-1) und CD58 (LFA-3).
Diese vermitteln eine stärkere Interaktion zwischen Antigenpräsentierenden- und T-Zellen
und ermöglichen damit einen engeren Kontakt zwischen MHC-Molekülen und T-Zell-
Rezeptoren (Inaba et al., 1994).
Kostimulatorische Moleküle, wie CD40, CD80 und CD86, die auf unreifen Dendritischen
Zellen in geringen Mengen vorkommen, werden auf reifen Dendritischen Zellen ebenfalls
vermehrt exprimiert (Cella et al., 1997b). CD80 und CD86, die zur B7-Familie gehören,
interagieren mit CD28 auf T-Zellen. CD40, das mit dem CD40-Liganden auf T-Zellen
interagiert, kann die IL-12-Synthese in Dendritischen Zellen induzieren  (Cella et al., 1996).
IL-12 stimuliert vor allem T-Zellen und Natürliche Killerzellen und ist damit verantwortlich
für die Generierung der zellulären Immunität, insbesondere der Th1-Immunantwort (Stern et
al., 1996).
3.2.2 Generierung humaner Dendritischer Zellen
Die Generierung von humanen Dendritischen Zellen aus Vorläuferzellen kann in vitro auf
verschiedenen Wegen erfolgen.
Aus CD34+ Stammzellen des Nabelschnurblutes (Caux et al., 1997) und des
Knochenmarkes (Reid et al., 1992) können durch Zugabe von GM-CSF und TNF-α
Dendritische Zellen gewonnen werden. Aus CD14+ mononukleären Zellen des peripheren
Blutes lassen sich durch Zugabe von GM-CSF und IL-4 innerhalb von 5-7 Tagen unreife
Dendritische Zellen generieren (Sallusto et al., 1994), die sich wiederum durch Zugabe von
zytokinreichem konditioniertem Monozytenmedium (Reddy et al., 1997), LPS (Cella et al.,
1997a), TNF-α (Sallusto et al., 1994) und IL-1 (Heufler et al., 1988) zu reifen Dendritischen
Zellen entwickeln.
Für die Versuche in dieser Arbeit wurden unreife Dendritische Zellen, die aus Monozyten
von Spenderblut generiert wurden, verwendet.
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3.3 HERPES-SIMPLEX-VIRUS TYP 1 (HSV-1)
3.3.1 Herpesviren
Der Name der Herpesviren leitet sich vom griechischen Wort herpein (kriechen) ab und
weist auf die kriechende Ausbreitung des von Herpes-simplex-Viren verursachten
Hautausschlages hin. Herpesviren infizieren neben Menschen auch viele Wirbeltierarten.
Obwohl die Symptome der durch Herpesviren verursachte Symptome stark variieren,
gleichen sich alle Vertreter dieser Virusfamilie in der Partikelmorphologie und in bestimmten
biologischen Eigenschaften. Alle Herpesviren kodieren für mehrere Enzyme, die im
Nukleinsäurestoffwechsel und bei der Genomreplikation aktiv sind. Die Vermehrung des
doppelsträngigen DNA-Genoms und die Morphogenese erfolgen im Zellkern. Die
Wirtszellen, in denen sich Herpesviren lytisch vermehren, sterben bei der Produktion der
Nachkommenviren ab (Roizman et al., 1991).
Ein weiteres charakteristisches Merkmal aller Herpesviren ist ihre Fähigkeit, nach der
Erstinfektion latent im Organismus zu verbleiben. In diesem Zustand ist die Produktion von
infektiösen Partikeln unterbunden und die Zellen überleben. Das Virus kann jedoch
wiederholt aus der Latenz zum lytischen Infektionszyklus reaktiviert werden. Ein Vorgang,
der sich im Vergleich zur Primärinfektion, durch ein abgemildertes Erkrankungsbild äußert
(Fraser et al., 1991).
Tab. 1: Eigenschaften der humanpathogenen Herpesviren (HHV).








Beta Lymphatisches LeukozytenCMV (HHV-5)
HHV-6
HHV-7
System lang eng T-
Lymphozyten





Bisher kennt man acht humane Herpesviren, deren Infektionen sich in Erkrankungen
unterschiedlicher Organe wie der Haut [Herpes simplex Virus Typ 1 und 2 (HSV-1, -2) sowie
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Varizella Zoster Virus (VZV)], des lymphatischen Systems [Epstein Barr Virus (EBV),
humane Herpesviren Typ 6 und 7 (HHV-6 ,-7)] oder des zentralen Nervensystems [humanes
Herpesvirus Typ 6B (HHV-6B)] manifestieren. Anhand ihrer Unterschiede in Pathogenität,
Tropismus und Replikationszeiten werden Herpesviren außerdem in Alpha- (HSV-1, -2 und
VZV), Beta- [Zytomegalievirus (CMV), sowie HHV-6, -7] und Gamma-Herpesviren (EBV
und HHV-8) unterteilt (Tab. 1) (Roizman et al., 1991). Die Infektion der Alphaherpesviren
erfolgt auf mukösem Gewebe, von wo aus die innervierenden Nerven befallen werden, in
denen die Viren Latenz ausbilden. Alphaherpesviren zeichnen sich außerdem durch einen
kurzen Replikationszyklus und eine breite Wirtsspezifität aus.
3.3.2 Aufbau von HSV-1
HSV-1 Virionen haben einen Durchmesser von 150 nm und bestehen aus mehr als 30
Strukturproteinen. Im Innern der Partikel befindet sich das Virus-Core, eine fibrilläre
Proteinmatrix, mit der das virale Genom assoziiert ist (Haarr et al., 1994). Das
doppelsträngige DNA-Genom ist etwa 152 kbp lang und in ein langes (L, 126 kbp) und ein
kurzes Segment (S, 26 kbp) unterteilt. Jedes enthält einen Abschnitt einmaliger
Sequenzfolgen, die als unique long (UL-Region) und unique short (US-Region) bezeichnet und
von invertierten Einheiten wiederholter Sequenzen flankiert werden (Abb. 2). Nach ihrer Lage
im Genom bezeichnet man sie als terminal repeat (TR) beziehungsweise internal repeat (IR).
Die Replikation der Herpesviren kann in drei zeitlich getrennte Abschnitte (immediate
early, early und late) unterteilt werden. Die in den einzelnen Stadien exprimierten Proteine
sind an jeweils ähnlichen Aufgaben beteiligt. So sind early Proteine vor allem an der
Genomreplikation beteiligt, late Proteine dagegen am Aufbau des Virions Die immediate
early Proteine, die an der Einleitung der nachfolgenden Phasen beteiligt sind, werden direkt
nach Eintritt des Virus in die Wirtszelle gebildet (McGeoch, 1987).
Abb. 2: Genomaufbau von HSV-1.
Die Genomregionen, die aus Sequenzwiederholungen bestehen, sind als Kästen dargestellt. Sie
befinden sich an den Genomenden (TR = terminal repeat) und innerhalb des Genoms (IR = internal
repeat). Die einmalig vorkommenden Genomabschnitte (U = unique) werden  durch Balken
repräsentiert. Das Genom wird außerdem in einen L- (long) und S- (short) Bereich unterteilt.
Das Core ist von einem icosaedrischen Capsid umgeben, dessen Hauptprotein das VP5 ist
(Homa et al., 1997). Die Capside sind wiederum von einer Hüllmembran umgeben, in die
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virale Glykoproteine (unter anderem gB und gD) sowie zwei nichtglykosylierte Polypeptide
eingelagert sind. Sie erfüllen teilweise wichtige Funktionen bei der Adsorption der Partikel an
die Zellrezeptoren, bei der Penetration und Aufnahme sowie bei der Induktion einer
schützenden, neutralisierenden Antikörperantwort (Manservigi et al., 1991).
Der zwischen dem Capsid und der Hülle lokalisierte, als Tegument bezeichnete Bereich,
kann unterschiedlich groß sein. Seine Dicke bestimmt den variablen Durchmesser der
Partikel. Das Tegument gelangt bei der Infektion mit in die Zelle (Haarr et al., 1994). Einige
Tegumentproteine erfüllen wichtige regulatorische Funktionen während der Frühphase des
Replikationszyklus. Dazu gehört der α-TIF-Faktor (α-trans-inducing factor), das Vhs-Protein
(virus host shutoff), eine Proteinkinase und das US11-Produkt (Ward et al., 1996). Ein
weiteres Tegumentpotein ist das VP22, das im langen Leserahmen des Gens UL49 codiert
wird (Elliott et al., 1992).
3.3.3 Das Tegumentprotein VP22
1997 haben P. O`Hare und G. Elliott entdeckt, daß das Tegumentprotein VP22 von HSV-1
die Eigenschaft eines Transporterproteins besitzt (Elliott et al., 1997). Nach seiner Expression
in infizierten und auch transfizierten Zellen wird VP22 im Zytoplasma nachgewiesen. Schon
nach wenigen Minuten zeigt es sich in benachbarten Zellen im Zellkern, wo es akkumuliert.
Diese Eigenschaft kann auch benutzt werden, um rekombinante chimäre Proteine in
nichttransfizierte Nachbarzellen zu transportieren (Dilber et al., 1999).
Diese Translokation erfolgt unabhängig von einer bekannten Zellokalisierungssequenz und
ist Golgi-unabhängig. In weiteren Experimenten wurde eine Beteiligung des Zytoskelettes bei
diesem Phänomen nachgewiesen (Elliott et al., 1997). Erste Veröffentlichungen lassen
vermuten, daß VP22 nach Infektion der Wirtszelle virale mRNA in benachbarte, uninfizierte
Zellen transportiert (Sciortino et al., 2002). Eine genaue Funktion konnte jedoch noch nicht
definiert werden.
3.4 STRATEGIEN DER VIRALEN IMMUNEVASION
Durch die Koevolution mit ihrem Wirt haben Viren verschiedene Mechanismen
entwickelt, um einer Immunantwort zu entgehen. Dieser als Immunevasion bezeichnete
Vorgang kann dabei in drei Strategien unterteilt werden. So kann das Virus dem
Immunsystem vortäuschen, daß ihre Wirtszelle nicht infiziert ist. Man bezeichnet das als
escape-Mechanismus. Werden infizierte Zellen aber doch vom Immunsystem erkannt, haben
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Viren verschiedene Mechanismen entwickelt, um direkt in die Immunantwort einzugreifen.
Dabei können sie zum einen verschiedene, in ihren Wirtszellen induzierte Signalwege
hemmen (resistance) oder auch selbst einleiten, um damit Zellen des Immunsystems in ihrer
Funktion außer Kraft zu setzen. Dieser Vorgang wird als counterattack bezeichnet (Xu et al.,
2001).
3.4.1 Escape: Flucht vor dem Immunsystem
Ein typisches Beispiel wie Viren sich vor dem Zugriff durch das Immunsystem schützen,
besteht in der Herunterregulation der viralen Genexpression, wie es zum Beispiel in
Herpesviren während der Latenz zu beobachten ist. In diesem Zustand ist die Produktion
infektiöser Partikel unterbunden und die Zellen überleben (Preston, 2000). Einige Vertreter
der Herpesvirusfamilie können aber auch die Antigenpräsentation über MHC-I-Moleküle
hemmen. Dies führt zu einer fehlenden Erkennung virusinfizierter Zellen durch zytotoxische
T-Zellen. So bindet z.B. das virale Protein ICP47 an TAP (transporter associated with
antigen processing) und verhindert damit die Translokation, der durch das Proteasom
entstandenen Peptidfragmente ins Endoplasmatische Retikulum, wo die Beladung der MHC-
I-Moleküle erfolgt (Hill et al., 1995). CMV codiert außerdem für Proteine, die die
Antigenpräsentation über MHC-II-Moleküle hemmen können (Johnson et al., 2002). 
3.4.2 Resistance: Widerstand gegen das Immunsystem
Oft reichen escape-Mechanismen aber nicht aus, um einer Immunantwort zu entgehen. So
erkennen Natürliche Killerzellen solche Zellen, die eine verminderte MHC-I-Dichte
aufweisen. Herpesviren setzen deshalb Proteine ein, die den Angriff durch Natürliche
Killerzellen ausschalten können (Lorenzo et al., 2001).
Werden infizierte Zellen von zytotoxischen T-Zellen erkannt, können letztere extrinsisch
über Todesrezeptoren oder das Zusammenspiel von Granzym B und Perforin Apoptose in den
Wirtszellen einleiten (Kagi et al., 1995). Zudem verfügen die meisten Zellen über
Mechanismen, die biochemische Veränderungen infolge einer Virusinfektion detektieren
können. Die Reaktion darauf ist in der Regel die intrinsische Einleitung der Apoptose (Boya
et al., 2001). Viele Viren haben jedoch Strategien entwickelt, um die Apoptose ihrer
Wirtszelle zu verhindern. So codieren das Cowpoxvirus und Baculoviren für Proteine, die
direkt Caspasen hemmen können (Kapitel 3.5) (O'Brien, 1998).
Verschiedene Studien weisen außerdem darauf hin, daß HSV-1 je nach Wirtszelle und
Infektionsstadium Apoptose einleiten oder auch hemmen kann (Galvan et al., 1998). 
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3.4.3 Counterattack: Angriff auf das Immunsystem
Letztendlich haben Viren Mechanismen entwickelt, um direkt gegen Zellen des
Immunsystems vorzugehen. So induziert das Humane Immundefiziensvirus (HIV) Apoptose
in T-Helferzellen über die Hochregulation von CD95L (O'Brien, 1998). Dies führt zu einem
systemischen Mangel dieser essentiellen Zellen der adaptiven Immunität. HSV-1 stimuliert in
infizierten zytotoxischen T-Zellen die Expression von CD95L, was zu deren Fratrizid
(Brudermord) führt (Raftery et al., 1999). Der durch HSV-1-induzierte Tod der T-Zellen
wirkt sich im Wirtsorganismus jedoch nur lokal begrenzt aus.
Antigenpräsentierende Zellen können ebenfalls wichtige Angriffspunkte für eine virale
Infektion darstellen. Es gibt Viren, die Dendritische Zellen zwar infizieren, deren Funktion
oder Vitalität aber nicht beeinträchtigen. So hat das Influenzavirus einen Tropismus für
Dendritische Zellen entwickelt, läßt aber die Funktionen dieser Zellen unverändert (Bhardwaj
et al., 1994). VZV kann unreife Dendritische Zellen infizieren, die dadurch ein Reifungssignal
erhalten, in Lymphknoten einwandern und dort wiederum T-Zellen infizieren können. VZV
infizierte unreife Dendritische Zellen zeigen keine Anzeichen von Apoptose oder
Veränderung der Oberflächenmarker (Abendroth et al., 2001).
Im Gegensatz dazu führt die VZV-Infektion reifer Dendritischer Zellen zu deren
Funktionsverlust (Morrow et al., 2003). Auch HIV infizierte Dendritische Zellen können
keine T-Zell-Antwort mehr induzieren (Macatonia et al., 1992). Mit Parainfluenza-Virus Typ
3 infizierte Dendritische Zellen reifen zwar heran, sie werden aber apoptotisch und können
keine T-Zellen mehr aktivieren (Plotnicky-Gilquin et al., 2001). Die mit Vacciniavirus
infizierten unreifen Dendritischen Zellen werden in ihrer Reifung und T-Zell-stimulatorischen
Kapazität behindert. Außerdem werden sie durch die Infektion apoptotisch (Engelmayer et al.,
1999). EBV wiederum kann alleine durch die Adsorption an Monozyten, die zu Dendritischen
Zellen differenzieren, in diesen Apoptose einleiten (Li et al., 2002). Mit Masernvirus
infizierte unreife Dendritische Zellen können zwar ausreifen, sie sind aber nicht in der Lage,
T-Zellen zu aktivieren. Statt dessen kommt es durch die Hochregulation von Todesliganden
auf den Masern Virus-infizierten Dendritischen Zellen zur Apoptoseinduktion in T-Zellen
(Servet-Delprat et al., 2000).
Für Herpesviren konnte gezeigt werden, daß die Infektion Dendritischer Zellen zu deren
Reifungshemmung führt. Selbst nach Zugabe von starken Stimulatoren wie LPS können die
infizierten Dendritischen Zellen ausreifen und sind nicht mehr in der Lage, T-Zellen zu
aktivieren (Salio et al., 1999). Die zugrundeliegenden Mechanismen sind noch unbekannt.
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3.5 APOPTOSE
Im Gegensatz zu Nekrose, die durch mechanische oder hitzebedingte Gewebeschädigung
entsteht, ist Apoptose, oder programmierter Zelltod, für die Homöostase des Gewebes in
multizellularen Organismen verantwortlich. Die Apoptose spielt eine wichtige Rolle in vielen
physiologischen Prozessen, vor allem während der Entwicklung und im Immunsystem (Vaux
et al., 1999).
Der programmierte Zelltod kann über verschiedene Signalwege ausgeführt werden. Zum
einen intrinsisch, ausgelöst durch Strahlung, Virusinfektionen oder den Entzug von
Wachstumsfaktoren, zum anderen extrinsisch durch Chemotherapeutika, das Zusammenspiel
von Perforin und Granzym B und Signale durch Todesrezeptoren. In den meisten Fällen sind
apoptotische Zellen durch eine Inversion der Zellmembran mit der Exposition von
Phosphatidylserin auf der Oberfläche, dem typischen Erscheinungsbild der Zeiose (blebbing),
Chromatinkondensation und DNA-Fragmentation gekennzeichnet (Krammer, 2000).
Die Blockierung der Apoptose kann einerseits auf Rezeptorebene und zum anderen durch
Eingriff in die Signalkaskade verhindert werden (Schmitz et al., 2000). So können inhibitor of
apoptosis proteins (IAP) direkt Caspasen hemmen. Außerdem können antiapoptotische
Mitglieder der Bcl-2 Familie Apoptose über den mitochondrialen Weg hemmen (Scaffidi et
al., 1998).
3.5.1 Todesrezeptor vermittelte Apoptose
Zu der Superfamilie der TNF-Rezeptoren, die sich durch eine Sequenz Cystein-reicher
extrazellulärer Wiederholungssequenzen auszeichnet, gehört die Unterfamilie der
Todesrezeptoren. Diese enthalten eine intrazelluläre Todesdomäne (death domain, DD), die
für die Weiterleitung des Apoptosesignals essentiell ist. Bisher sind sechs Mitglieder der
Unterfamilie der Todesrezeptoren bekannt: TNF-R1 (CD120a), CD95 (Apo-1, Fas) DR3
(apo-3), TRAIL-R1 (Apo-2, DR4), TRAIL-R2 (DR5, KILLER) und DR6 (Schulze-Osthoff et
al., 1998). CD95 ist dabei der am besten charakterisierte Vertreter.
Todesrezeptoren werden durch ihre Liganden, die zur TNF Familie gehören, aktiviert.
Außer den Lymphotoxinen sind Todesliganden Typ II Transmembranproteine, die in eine
lösliche Form durch die Aktivität von Metalloproteasen gebracht werden können. Dem CD95-
Liganden (CD95L) werden sowohl in löslicher (Krammer, 1999), als auch in
membrangebundener Form (Suda et al., 1997) apoptoseinduzierende Fähigkeiten
nachgewiesen. 
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Der entscheidende Punkt in der Apoptose-Signalkaskade stellt die Formation eines
multimolekularen Proteinkomplexes dar, der durch eine Rezeptor-Vernetzung (crosslinking)
entweder durch agonistische Antikörper (Trauth et al., 1989) oder durch Todesliganden
eingeleitet wird. Die entstehende Struktur wird als death-inducing signaling complex (DISC)
bezeichnet (Kischkel et al., 1995). Untersuchungen lassen vermuten, daß FADD und Caspase-
8 auch in dem DISC von TRAIL-R1 und -2 verwendet werden (Sprick et al., 2000).
Abb. 3: Schematische Darstellung der Apoptoseinduktion durch Todesrezeptoren und deren Liganden.
Die Bindung von CD95L und TRAIL an ihre Rezeptoren (CD95 und TRAIL-R) führt zu deren
Trimerisierung und Rekrutierung von FADD (Fas-associated protein with death domain) über
Wechselwirkung der DD (A). Bei Bindung von TNFα an dessen Rezeptor (TNF-R) kommt es ebenfalls
zu dessen Trimerisierung. Allerdings bindet ein zusätzliches Adaptermolekül (TRADD, Tumor necrosis
factor receptor-associated protein with death domain) an TNF-R, an das wiederum FADD über DD-
Wechselwirkungen binden kann (B). Procaspase-8 wird über die Bindung zwischen der eigenen DED
und der von FADD zur Autoproteolyse (gekennzeichnet durch die Schere) angeregt. Die aktive
Caspase-8 wird ins Zytoplasma entlassen und kann dort die nachfolgende Apoptosekaskade über
Caspase-3 einleiten.
Die durch CD95 induzierte Apoptose wurde bisher am besten untersucht. Sie unterscheidet
sich nicht wesentlich von dem durch TRAIL und dessen Rezeptor (TRAIL-R) induzierten
Apoptoseweg und wird deshalb exemplarisch aufgeführt.
Der durch CD95 induzierte DISC besteht aus oligomerisierten (wahrscheinlich Trimeren)
CD95, dem Serin-phosphorylierten Adapter FADD (Fas-associated protein with death
domain), zwei Isoformen der Caspase-8 [Caspase-8/a (FLICE, FADD-like ICE) und Caspase-
8/b] (Muzio et al., 1996) und CAP3, ein Molekül, das die N-terminale death effector domain
Einleitung Seite 25
(DED) der Caspase-8 und einen bisher uncharakterisierten C-Terminus enthält (Kischkel et
al., 1995).
Die Oligomerisierung von CD95 führt zu einer homophilen Interaktion der DD der
Rezeptoren, die dadurch FADD über dessen DD binden kann (Abb. 3A). FADD enthält
außerdem eine N-terminale DED mit der es Procaspase-8 und CAP3 bindet. Procaspase 8
wird dann in drei aufeinander folgenden Schritten zur aktiven Caspase-8 gespalten (Abb. 4).
Zuerst wird dabei die C-terminale kleine Untereinheit als p12 Domäne abgespalten. Diese
wird anschließend in die aktive p10 Form umgewandelt. Es entsteht dadurch eine an FADD
gebundene Zwischenform, die man als p43 nachweisen kann. Die Abspaltung der großen
aktiven Untereinheit (p18) erfolgt autokatalytisch. Die N-terminale Prodomäne (p26) bleibt
mit DISC assoziiert, während das nun aktive Heterotetramer ins Zytoplasma entlassen wird
um die Apoptosekaskade über die proteolytische Spaltung weiterer Caspasen einzuleiten
(Medema et al., 1997).
Der durch TNFα induzierte Apoptoseweg erfolgt ähnlich dem durch CD95L und TRAIL.
Bei Bindung von TNFα an dessen Rezeptor (TNF-R) kommt es ebenfalls zu dessen
Trimerisierung. Allerdings bindet ein zusätzliches Adaptermolekül (TRADD, Tumor necrosis
factor receptor-associated protein with death domain) über DD-Wechselwirkungen an den
TNF-R. FADD bindet nun ebenfalls über die DD an TRADD (Abb. 3B). Die nachfolgende
Apoptosekaskade über Caspase-8 erfolgt analog (Baker et al., 1998).
3.5.2 FLIP (FLICE inhibitory protein)
3.5.2.1 v-FLIP
Datenbanksuchen führten zur Identifikation einer ganzen Familie von DED-haltigen
Proteinen. Einige dieser Proteine sind Virusproteine der Gammaherpervirinae, wie
Herpesvirus saimiri, humanes Herpesvirus-8, ein mit dem Kaposi Sarkom assoziierten
Herpesvirus, und Molluscum Contagiosum Virus. Diese Proteine werden als virale FLICE-
inhibitory proteins (v-FLIPs) bezeichnet (Thome et al., 1997). v-FLIPs bestehen aus zwei
DEDs (Abb. 4). Es wurde gezeigt, daß sie den CD95-DISC binden können und dadurch die
Aktivierung von Caspase-8 inhibieren können. Da v-FLIPs die über verschiedene
Todesrezeptoren induzierte Apoptose (CD95, TNF-R1, DR3 und DR4) hemmen können, wird
vermutet, daß diese Rezeptoren ebenfalls über Caspase-8 wirken (Meinl et al., 1998).
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3.5.2.2 c-FLIP
Ein humanes zelluläres Homolog zu v-FLIP wurde gefunden und als zelluläres FLICE-
inhibitory protein (c-FLIP) (Irmler et al., 1997), FLAME-1 (Srinivasula et al., 1997), I-FLICE
(Muzio et al., 1996), Casper  (Shu et al., 1997), CASH (Goltsev et al., 1997), MRIT (Han et
al., 1997), CLARP (Inohara et al., 1997) oder Usurpin (Rasper et al., 1998) bezeichnet. Das
Gen von c-FLIP ist auf dem Chromosomenabschnitt 2q33-34 in einem Cluster von 200 kb
zusammen mit Caspase-8 und Caspase-10 lokalisiert. Dies legt den Schluß nahe, daß die
Gene durch Duplikation entstanden sind (Rasper et al., 1998). Von c-FLIP existieren zwar
mehrere Spleißvarianten, auf Proteinebene können aber nur zwei Varianten, c-FLIPS (25 kD)
und c-FLIPL (55 kD), detektiert werden (Abb. 4) (Scaffidi et al., 1999).
Abb. 4: Strukturelle Ähnlichkeit zwischen Procaspase-8 und FLIP.
FLIP und Procaspase-8 enthalten am N-terminalen Ende zwei DEDs, mit denen die Proteine mit
FADD und anderen DED-haltigen Proteinen interagieren können. Die Pfeile zeigen Aspartatreste an,
nach denen proteolytisch gespalten werden kann. c-FLIPL besitzt am C-terminalen Ende eine
Caspase-ähnliche Domäne, die aber, anders als Procaspase-8, keine katalytische Fähigkeit besitzt. c-
FLIPL enthält im Gegensatz zur Procaspase-8 keine Spaltstelle zwischen den DEDs und der Caspase-
ähnlichen Domäne und kann deshalb nur zwischen p20 und p12 geschnitten werden.
Vor allem c-FLIPS ähnelt seinem viralen Homolog, weil es nur aus zwei DED und einem
kurzen C-terminalen Teil besteht, was es von c-FLIPL unterscheidet (Abb. 4) (Irmler et al.,
1997). c-FLIPL enthält degegen DED im Tandem und eine Caspase-8 ähnliche Domäne.
Dieser Domäne fehlen jedoch Aminosäuren, besonders Cystein im katalytischen Zentrum, die
für die Caspase-Aktivität notwendig sind. 
Ursprünglich wurden FLIP sowohl pro- (Shu et al., 1997) als auch antiapoptotische (Irmler
et al., 1997) Eigenschaften zugesprochen. Dabei trat vermehrter Zelltod vor allem in
Experimenten auf, in denen eine transiente Überexpression zur Zusammmenballung der
DED-haltigen Proteine führte (Siegel et al., 1998). Versuche mit stabil transfizierten Zellen
aus c-FLIP defizienten Mäusen zeigten einen deutlichen antiapoptotischen Effekt von c-FLIP
(Yeh et al., 2000).
Einleitung Seite 27
Abb. 5: Hemmung der durch CD95L induzierten Apoptose durch FLIP.
Die Bindung von CD95L an CD95 führt zu dessen Trimerisierung und Rekrutierung von FADD über
Wechselwirkung der DD. In Abwesenheit von FLIP wird Procaspase-8, die als Homodimer an FADD
gebunden ist, autokatalytisch (gekennzeichnet durch die Schere) zur aktiven Form gespalten (A). In
Anwesenheit von c-FLIPS kann Procaspase-8 nicht gespalten werden und bleibt deshalb inaktiv (B).
Wenn c-FLIPL mit Procaspase-8 als Heterodimer an FADD gebunden ist, bleibt durch die fehlende
katalytische Eigenschaft von c-FLIPL eine Spaltung der Procaspase-8 in die aktive Form ebenfalls aus
(C).
In Abwesenheit von FLIP wird Procaspase-8, die als Homodimer an FADD gebunden ist,
autokatalytisch zur aktiven Form gespalten, die wiederum ins Zytoplasma entlassen wird um
dort die nachfolgende Apoptosesignalkaskade auszulösen (Abb. 5A). In Anwesenheit von v-
FLIP oder c-FLIPS kann Procaspase-8 nicht gespalten werden und bleibt deshalb inaktiv (Abb.
5B). Wenn c-FLIPL mit Procaspase-8 als Heterodimer an FADD gebunden ist, kann zwar eine
Spaltung zwischen DED und der Caspase-ähnlichen Domäne von c-FLIPL erfolgen, eine
Spaltung der Procaspase-8 in die aktive Form bleibt durch die fehlende katalytische
Eigenschaft von c-FLIPL jedoch aus. In Anwesenheit von FLIP wird die nachfolgende
Apoptosekaskade also gehemmt (Abb. 5C).
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3.6 ZIELSETZUNG
Herpesviren sind für ihre vielfältigen Immunevasionsmechanismen bekannt. So kann das
Virus dem Zugriff des Immunsystems durch Latenz oder der Herunterregulation von MHC-I-
Komplexen auf der Oberfläche infizierter Zellen entgehen (escape). Werden infizierte Zellen
aber doch erkannt, haben Viren unterschiedliche Mechanismen entwickelt, um direkt in die
Immunantwort einzugreifen. Dabei können sie verschiedene in ihren Wirtszellen induzierte
Signalwege zu ihren Gunsten verändern (resistance). Andererseits können Herpesviren auch
direkt gegen Zellen des Immunsystems vorgehen und diese in ihrer Funktion außer Kraft
setzen. Im Rahmen dieser Arbeit sollten solche als counterattack bezeichnete Mechanismen
identifiziert werden.
Ein erster Ansatzpunkt bot sich dabei in dem viralen Tegumentprotein VP22, von dem
berichtet wurde, daß es von der Wirtszelle in benachbarte, uninfizierte Zellen transportiert
werden kann. Somit könnte VP22 nach Expression in infizierten Endothelzellen auch in
benachbarte immunkompetente Zellen transloziert werden. Da dieser Transport unter
Beteiligung des Zytoskelettes abläuft, welches eine große Rolle in der T-Zell-Aktivierung und
auch deren Effektorfunktion hat, sollte untersucht werden, ob VP22 einen immun-
modulatorischen Effekt (in trans) auf T-Zellen hat. Um in Proliferationstests einen Einfluß
auf Lymphozyten feststellen zu können, sollte rekombinant exprimiertes VP22 verwendet
werden.
Weiterhin könnte HSV-1 seine immunmodulatorische Wirkung direkt in infizierten Zellen
des Immunsystems entfalten (in cis). So kann HSV-1 unreife Dendritische Zellen infizieren
und in diesen eine Reifungshemmung induzieren, die selbst nach Zugabe von starken
Stimulatoren nicht überwunden werden kann. Außerdem induziert HSV-1 in infizierten
Zellen die Expression von IFNα und damit auch TRAIL. Es sollte deshalb untersucht werden,
ob in HSV-1-infizierten unreifen Dendritischen Zellen neben Zellyse auch Apoptose induziert
wird. Um sicher zu gehen, daß die Ergebnisse nicht durch Verunreinigungen mit
Lymphozyten verfälscht werden würde, sollte die optimale Methode zur Isolierung der
Monozyten, den Vorläufern der Dendritischen Zellen, aus Spenderblut ermittelt werden.
Anschließend sollte ein erster Mechanismus der Apoptoseinduktion identifiziert werden.
Dazu sollte die Apoptose hinsichtlich der Beteiligung von Caspasen, Todesliganden, weiterer
an Apoptose beteiligter Proteine sowie der viralen DNA-Replikation analysiert werden.
Abschließend sollten die entdeckten Unterschiede in den mock- und HSV-1-infizierten
unreifen Dendritischen Zellen auf ihre Spezifität für diese professionellen
antigenpräsentierenden Zellen untersucht werden.
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4 MATERIAL UND METHODEN
4.1 STANDARDMATERIALIEN UND -METHODEN
4.1.1 Chemikalien und Puffer
• Die Chemikalien wurden von Fluka (Buchs), Merck (Darmstadt), Riedel-deHaen (Seelze),
Roth (Karlsruhe), Gerbu (Gaiberg), ICN (Aurora, UK), Life Technologies (Paisley, UK),
Sigma-Aldrich (Steinheim) oder Serva (Heidelberg) bezogen.
• PBS: 137 mM NaCl, 2,7 mM KCl, 1,4 mM Na2HPO4, 1,5 mM KH2PO4 in ddH2O
• TBS, ph 8: 137 mM NaCl, 2,7 mM KCl, 50 mM Tris in ddH2O
4.1.2 Verbrauchsmaterial und Zentrifugen
• Die Verbrauchsmaterialien wurden von Greiner Bio-one (Frickenhausen), Biochrom
(Berlin), Nunc (Wiesbaden) und Eppendorf (Hamburg) bezogen.
• Kühlzentrifuge: Centrifuge 5402 (Eppendorf, Hamburg)
• Tischzentrifuge: Centrifuge 5415 D (Eppendorf, Hamburg)
• Sorvall RC-5B Refrigerated Superspeed Centrifuge (DuPont Instruments, Boston, USA)
• Zellzentrifuge: Megafuge 1.0 (Heraeus Sepatech, Hanau)
4.1.3 Statistische Auswertung
Die Signifikanz wurde mit Hilfe von SPSS (Statistical Package for the Social Sciences,




In den Proliferationstests mit transient transfizierten Vero E6-Zellen als Produzenten des
Effektormoleküls wurde pcDNA3.1 (Invitrogen, Karlsruhe) als Negativkontrolle eingesetzt.
Dieser Vektor verfügt über Kontrollelemente für E. coli (u.a. AmpR, 100 µg/ ml) und
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Säugerzellen (u.a. NeomycinR, 0,4 mg/ ml). Die Expression des Inserts in Säugerzellen wird
durch einen starken CMV-Promotor gewährleistet.
4.2.1.2 pVP22/myc-His
Zur Bereitstellung von VP22 in den Proliferationstests mit transient transfizierten Vero E6-
als Effektorzellen wurde pVP22/myc-His (Invitrogen, Karlsruhe) verwendet. Dieser Vektor
basiert auf pcDNA3.1 (Kapitel 4.2.1.1). Das Gen für VP22 (903 bp) ist nach einem CMV-
Promotor inseriert. Zur Aufreinigung und Detektion sind am 3` Ende von VP22 ein myc-
(30 bp) und ein 6xHis-Tag (18 bp) angehängt.
4.2.1.3 pIRES2-EGFP
Zum einfachen und schnellen Nachweis der Transfektionseffizienz in P815- und Vero E6-
Zellen wurde pIRES2-EGFP (Clontech, BD Biosciences, Heidelberg) verwendet. Dieser
Vektor (KanR, 25 µg/ ml) führt in transfizierten Zellen zur Expression von EGFP (Enhanced
Green Fluorescent Protein) das im FACS leicht nachweisbar ist.
Zum Nachweis der Transfektionseffiziens wurden ca. 105 Zellen 2 d nach Transfektion in
200 µl PBS aufgenommen und gleich durchflußzytometrisch auf ihren Floureszenzgehalt
bestimmt (Kapitel 4.5.3).
4.2.1.4 pET29-b(+)
Als Negativkontrolle zur Expression von Proteinen in E. coli wurde pET29-b(+) (Novagen,
Merck Biosciences, Darmstadt) eingesetzt. Dieser Vektor (KanR, 25 µg/ ml) verfügt über
einen T7-Promotor. Die Expression des nachfolgenden Inserts erfolgt über die mittels IPTG
induzierten T7-Polymerase in den verwendeten Bakterien (Kapitel 4.3.1.1).
4.2.1.5 pET29-VP22/myc-His
Zur Expression und Aufreinigung von VP22 in Bakterien wurde das Gen für VP22
zusammen mit dem 3` terminalen Myc- und 6xHis-Tag aus pVP22/myc-His (Kapitel  4.2.1.2) in
das Expressionsplasmid pET29-b(+) (Kapitel  4.2.1.4) einkloniert. Dazu wurde das Insert
mittels PCR aus dem Ursprungsplasmid amplifiziert.
4.2.1.5.1 Primer
Die Primer waren so konstruiert, daß am 5` Ende eine Nde I- (5`-AAA CAT ATG ACC
TCT CGC CGC TCC-3`) und am 3` Ende eine Hind III-Schnittstelle (5`-TTT AAG CTT
TCA ATG GTG ATG GTG ATG-3`) generiert wurde, über die die Insertion in das
Expressionsplasmid erfolgte. Die Primer wurden von MWG-Biotech, Ebersberg bezogen.
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4.2.1.5.2 PCR
Die PCR erfolgte mittels der Platinum Pfx DNA Polymerase (0,5 u) mit 2 mM MgSO4
(Gibco, Invitrogen, Karlsruhe). Nach 5 min bei 95° C zur Denaturierung der DNA erfolgte ein
Zyklus, der 30 mal wiederholt wurde. Die DNA wurde dabei erst 0,5 min bei 95° C
denaturiert, dann erfolgte die Anlagerung der Primer für 0,5 min bei 58° C. Die Elongation
wurde schließlich für 1 min bei 72° C durchgeführt. Zum Abschluß wurde ein weiterer
Elongationsschritt für 7 min bei 72° C angehängt.
4.2.1.5.3 DNA-Aufreinigung
Die amplifizierten Fragmente wurden in einem 1 % Agarosegel (Life Technologies,
Paisley, UK) aufgetrennt. Als DNA-Molekulargewichtsmarker wurde Gene RulerTM 1 kb
DNA Ladder (MBI Fermentas, St. Leon-Rot) verwendet. Die Aufreinigung der DNA erfolgte
mit Hilfe des QIAquick Gel Extraction Kits (Qiagen, Hilden).
4.2.1.5.4 Restriktionsenzyme
Die Restriktionsenzyme wurden von Boehringer, Ingelheim (Nde I) sowie MBI Fermentas,
St.Leon-Rot (Hind III) bezogen.
4.2.2 Transformation kompetenter Bakterien
Die Herstellung und Transformation chemisch kompetenter E. coli (XL1-blue, Invitrogen,
Karlsruhe) erfolgte wie bereits beschrieben (Seidmann et al., 1997).
4.2.3 Plasmidaufreinigung
Plasmid-DNA aus Bakterienkulturen wurde über eine Säulenmatrix (E.Z.N.A. Plasmid
Miniprep Kit, Peqlab, Erlangen) aufgereinigt. Die gereinigte DNA wurde in einem
angemessenen Volumen TE (10 mM Tris-HCl, pH 8; 1 mM EDTA) aufgenommen.
4.2.4 Real Time-PCR
Zum Nachweis der Menge an mRNA spezifischer Apoptosemoleküle in HSV-1-infizierten
und mock-infizierten unreifen Dendritischen Zellen wurde eine Real Time-PCR durchgeführt.
Dazu wurden pro Ansatz ca. 2x106 Zellen in 300 µl MagNA Pure LC mRNA Isolation Kit I -
Lysis/ Binding-Buffer (Roche Diagnostics, Mannheim) aufgenommen und sofort bei -70° C
bis zur weiteren Verarbeitung gelagert. Ein Aliquot von 8.2 µl RNA wurde mit der AMV-RT
und oligo-dT-Primern (First Strand cDNA synthesis kit; RAS, Mannheim, Germany) laut
Anweisung des Herstellers in einem Thermocycler revers transkribiert. Nach der cDNA-
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Synthese wurde der Reaktionsmix auf ein Endvolumen von 500 µl verdünnt und bei -20° C
bis zur Analyse gelagert.
Die Durchführung der Real Time-PCR wurde freundlicherweise von T. Giese, Heidelberg,
übernommen. Die Zielsequenzen wurden mit den LightCycler Primer Sets (Search-LC,
Heidelberg, Germany) und dem LightCycler FastStart DNA Sybr Green I Kit (RAS,
Mannheim, Germany) nach Anweisung der Hersteller amplifiziert. Die Menge an
exprimierter RNA wurde über die durchschnittliche Expression der Housekeeping-Gene β-
Actin und Cyclophilin B bestimmt. Die relative Anzahl der Transkripte wurde über eine
virtuelle Standardkurve berechnet, die dadurch erhalten wurde, daß eine bekannte
Plasmidkonzentration gegen die Anzahl der PCR- Zyklen aufgetragen wurde, an deren Punkt
die gemessene Floureszenzintensität ein Plateau erreichte. Die Werte von drei unabhängigen
Analysen wurden je Probe und Parameter gemittelt und als relative Transkriptzahl angegeben.
4.3 PROTEINCHEMIE
4.3.1 Expression und Isolierung von VP22 in E. coli
4.3.1.1 Verwendete Bakterien
Für die Expression der rekombinanten Proteine wurde der Bakterienstamm E. coli BL21
[B F- dcm ompT hsdS(rB-mB-) gal λ (DE3), Stratagene, LaJolla,USA] eingesetzt. Dieser
enthält eine mittels IPTG über den lacUV5 Promotor induzierbare T7 Polymerase. Die
Bakterien wurden vor der Expression frisch mit pET29-VP22/myc-His beziehungsweise
pET29-b(+) (Kapitel  4.2.1) transformiert.
4.3.1.2 Induktion der Expression
Übernachtkulturen wurden in frischem TB-Medium [12 g/ l Bactotrypton, 24 g/ l
Hefeextrakt, 0,4 % Glycerol in ddH2O, nach dem autoklavieren wird TB Phosphat (100 mM,
23,1 g/ l KH2PO4, 125,4 g/ l K2HPO4) zugegeben] mit 25 µg/ ml Kanamycin bis zu einer
OD600 nm 0,6 aufgezogen. Die Induktion der Bakterienkulturen erfolgte mit 0,4 mM IPTG bei
37° C für 4 h. Die Kultur wurde für 30  min bei 4° C und 4.000 g abzentrifugiert. Der
Überstand wurde verworfen und das Bakterienpellet bis zur Lyse bei -20° C gelagert.
4.3.1.3 Bakterienlyse
Die Bakterien wurden nach dem Auftauen auf Eis in Lysepuffer (50 mM Na-Phosphat-
Puffer, pH 8.0, 300 mM NaCl, 5 mM Imidazol, 5 mM β-Mercaptoethanol, 1 mg/ ml
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Lysozym, 1 Tablette complete Mini, EDTA-free Protease Inhibitor Cocktail Tablets, Roche
Diagnostics, Mannheim/ 50ml Puffer) resuspendiert und für 15 min auf Eis inkubiert. Alle
nachfolgenden Schritte erfolgten auf Eis beziehungsweise bei 4° C. Zum Aufschließen der
Zellen wurden die Bakterien 6 x 10 sec beschallt (Branson Sonifier 250, Heinemann,
Schwäbisch Gmünd). Zum Abbau der Nukleinsäuren wurde anschließend RNase A
(10 µg/ ml) und DNase I (5 µg/ ml) zugegeben und das Lysat für weitere 15 min inkubiert.
Die Bakterientrümmer wurden für 30 Minuten bei 4° C und 10.000 g sedimentiert. Der
Überstand enthielt die löslichen Proteine und konnte mittels Ni-NTA (Qiagen, Hilden) weiter
aufgereinigt werden. Von den Lysaten und der unlöslichen Proteinfraktion wurde jeweils ein
Aliquot abgenommen und in der SDS-PAGE auf seinen Proteingehalt getestet.
4.3.1.4 Aufreinigung von VP22 über Nickelchelat
Die Aufreinigung der Proteine erfolgte bei 4° C. Das Lysat wurde mit 6 ml Ni-NTA-
Suspension (Qiagen, Hilden) gemischt und für 1 h inkubiert. Anschließend wurde die
Mischung für 15 min bei 4° C, 1.500 g abzentrifugiert. Der Überstand stellte den Durchfluß
dar und wurde, nach Abnahme eines Aliquots zum Testen in der SDS-PAGE, verworfen. Das
Ni-NTA mit den gebundenen Proteinen wurde in Wasch-Puffer (50 mM Na-Phosphat-Puffer,
pH 8.0, 300 mM NaCl, 40 mM Imidazol, 10 % Glycerol) aufgenommen und auf eine 1,5 x
12 cm Polypropylensäule (Bio-Rad, München) aufgetragen. Die Säule wurde mit insgesamt
12 ml Waschpuffer gewaschen. Von dem Durchfluß wurde erneut ein Aliquot zum Testen in
einer SDS-PAGE bei -20° C aufbewahrt. Die Ni-NTA-Säule wurde mit Elutionspuffer
[(50 mM Na-Phosphat-Puffer, pH 8.0, 300 mM NaCl, 10 % Glycerol) mit verschiedenen
Imidazol-Konzentrationen (100, 200 und 500 mM)]  zur Elution des getaggten Proteins
behandelt. Das Imidazol konkurriert um die Bindung an die Nickelsäule sowohl mit dem
gekoppelten 6xHis-Tag als auch mit anderen Histidin-reichen Proteinen. Die Durchläufe der
einzelnen Verdünnungsstufen wurden in je 3 x 1 ml Fraktionen gesammelt. Wobei die
Fraktionen 1-3 auf eine Imidazol-Konzentration von 100 mM, Fraktionen 4-6 auf 200 mM
und 7-9 auf 500 mM Imidazol zurückzuführen waren. Von den Eluaten wurden jeweils 10 µl
abgenommen und mit je 10 µl 2xSDS-Probenpuffer versetzt, um sie in einer SDS-PAGE  auf
ihren Proteingehalt zu kontrollieren.
4.3.2 Herstellung kernfreier Lysate
Zum Nachweis von Proteinen, die an der Apoptose beteiligt sind, wurden kernfreie Lysate
aus HSV-1- und mock-infizierten Zellen angefertigt. Dazu wurden ca. 2x106 Zellen in 50 µl
Lysepuffer (1 % NP40 in PBS) resuspendiert und für 1 h auf Eis lysiert. Dem Lysepuffer
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wurde eine Tablette Protease Inhibitor (complete Mini, EDTA-free Protease Inhibitor
Cocktail Tablets, Roche Diagnostics, Mannheim) pro 25 ml Puffer zugegeben und bis zur
Verwendung in einzelnen Aliquots bei –20° C gelagert. Die Kerne und Zelltrümmer wurden
anschließend für 1 h bei 4° C und 15.000 g abzentrifugiert. Die Überstände mit den löslichen
zytoplasmatischen Proteinen wurden in der SDS-PAGE aufgetrennt.
4.3.3 Proteinkonzentrationsbestimmung
Die Proteinkonzentration der kernfreien Lysate wurde mittels des BCA Protein Assay Kits
(Pierce, Rockford, USA) laut Anweisung durchgeführt. Dazu wurden die Proben 1:100 in
100 µl PBS verdünnt und mit je 2 ml Reaktionslösung für 30 min bei 37° C inkubiert. Die
Proteine wurden gegen ddH2O bei OD562 nm (Küvetten von Sarstedt, Nürnbrecht) gemessen.
Als Eichreihe diente eine Verdünnungsreihe mit BSA in PBS.
4.3.4 SDS-PAGE
Zum Nachweis von Proteinen mit einer Größe zwischen 20 und 80 kDa wurden die Proben
in einem 10 %igen SDS-Polyacrylamidgel (Mini-PROTEAN 3 Cell Elektrophorese System,
Bio-Rad, München) aufgetrennt. Als Marker diente dabei der prestained high range Marker
von MBI Fermentas (St. Leon-Rot).
Im Fall der kernfreien Lysate wurden jeweils 50 µg zytoplasmatisches Proteingemisch
aufgetragen, im Falle der Expression und Aufreinigung von VP22 jeweils 20 µl Proben. Die
mit 2xSDS-Probenpuffer [20 % Glycerin, 3 % SDS, 3 % β-Mercaptoethanol in 10 mM Tris
HCl (ph 7,0) mit einer Spatelspitze Bromphenolblau] versetzten Proben wurden vor dem
Auftrag für 7 min bei 100° C denaturiert. Die Auftrennung erfolgte bei 130 V in
Elektrophoresepuffer (0,5 % SDS, 0,96 M Glycin in 125 mM Tris, pH 8,3).
Das Gel wurde entweder nach dem anschließenden Western Blot oder direkt mit
Coomassie-Brilliant-Blue (50 % Methanol, 10 % Essigsäure, 0,1 % Coomassie Brillant Blue
250) gefärbt und mit Destain (7,5 % Eisessig, 5 % Methanol in ddH2O) von unspezifischem
Hintergrund entfärbt. Abschließend konnte das Gel zur Aufbewahrung mit Hilfe einer
handelsüblichen Einmachfolie in einem Trockenrahmen (Bio-Rad, München) über Nacht
getrocknet werden.
• SDS-Sammelgel: 6 % Acrylamid, 0,16 % Bisacrylamid, 0,12 % SDS, 0,06 % APS, 0,02 %
TEMED in 150 mM Tris (ph 6,8)
• SDS-Trenngel, 10 %: 10 % Acrylamid, 0,07 % Bisacrylamid, 0,1 % SDS, 0,32 % APS,
0,01 % TEMED in 125 mM Tris (ph 8,7)
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4.3.5 Western Blot
Die aufgetrennten Proteine aus der SDS-PAGE wurden mit Hilfe eines Naßblots (Mini
Trans-Blot Cell, Bio-Rad, München) auf eine PVDF-Membran (Immobilon-P, Millipore,
Bedford,UK) übertragen. Dazu wurde das Gel für 15 min in Transferpuffer (10 mM Tris HCl,
100 mM Glycin, 10 % Methanol) equilibriert. Die Membran wurde vor dem Transfer erst für
15 sec mit Methanol, dann 2 min mit ddH2O und anschließend für 5 min mit Transferpuffer
vorbehandelt. Der Transfer erfolgte bei 150 mA für 1 h mit Kühlung durch ein Kühlaggregat.
Anschließend wurde die Membran zum Blocken von unspezifischen Proteinen entweder
für 2 h bei RT oder über Nacht bei 4° C in Block-Puffer (1 % Casein, 0,5 % Tween 20 in
PBS) inkubiert. Zum Nachweis spezifischer Proteine wurde die Membran mit dem
entsprechenden Primär-Antikörper in Block-Puffer für 2 h bei RT inkubiert. Danach wurde
die Membran dreimal 5 min in T-PBS (0,05 % Tween 20 in PBS) gewaschen. Der
Sekundärantikörper [Ziege-anti-Maus F(ab`)2, HRP konjugiert, Jackson ImmunoResearch
Laboratories, Inc., West Grove, USA] wurde 1:2.000 in Block-Puffer verdünnt und ebenfalls
für 2 h bei RT mit der Membran inkubiert. Nun wurde die Membran zweimal 5 min in T-PBS
und einmal 5 min in PBS gewaschen. Die Farbreaktion erfolgte mit DAB (SIGMA FAST
3,3`-Diaminobenzidine Tablets, Sigma-Aldrich, Taufkirchen). Die Reaktion wurde mit
Wasser abgestoppt, die Membran getrocknet und abschließend eingescannt (Snap scan touch,
Agfa, Leverkusen). Die Expressionsmengen von c-FLIPL wurden mit Hilfe des
Bildanalyseprogramms TINA 2.09 (raytest, Isotopenmeßgeräte GmbH, Berlin) bestimmt.
4.3.5.1 Verwendete Antikörper
Bei den verwendeten Antikörpern handelte es sich durchweg um murine anti-human
monoklonale Antikörper. VP22 wurde nach Expression in E. coli über den C-terminalen Myc-
Tag detektiert (Klon Ab-1, Calbiochem, Merck Biosciences, Darmstadt). Der Antikörper
gegen c-FLIP (Klon NF6) war eine freundliche Gabe von P. Krammer, Heidelberg. Die
Antikörper zur Detektion von Bcl-2 (Klon 7), Caspase-3 (Klon 19), FADD (Klon 1), FasL
(Klon 33), RIP (Klon 38), Caspase-8 (Klon B9-2) und p53 (Klon DO-7) wurden bei BD
Biosciences (Heidelberg), der Antikörper gegen TRAIL (Klon 55B709.3) wurde bei Active
Motif (Rixensart, Belgium), der gegen β-Actin (Klon AC-15) bei Abcam (Cambridge, UK)
und der gegen TNFα (Klon T3) bei HyCult Biotechnologies (Uden, Niederlande) bezogen.
4.3.5.2 Verwendete Agentien
Cycloheximid (0.1 µg/ ml, Sigma Aldrich, Steinheim) wurde eingesetzt, um die Expression
von c-FLIPL zu hemmen, LPS (1 µg/ ml, R&D-Systems, Minneapolis, USA) zur Verstärkung
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der Expression von c-FLIPL. Um die Virusreplikation zu hemmen, wurde Acyclovir (10 µM,
GlaxoSmithKline, München) eingesetzt. Die unreifen Dendritischen Zellen wurden nach
Infektion mit HSV-1 oder dem hitzeinaktivierten Virus für 18 h mit den Agentien inkubiert.
4.4 ZELLKULTUR
4.4.1 Verwendete Medien in der Zellkultur
Die Medien, PBS, Trypsin, FKS und andere Lösungen für die Zellkultur wurden von
Biochrom (Berlin) bezogen. Permanente Zellen in Kultur (P815, Vero E6, Jurkat) stammten
von der American Type Culture Collection (Manassas, USA).
• Differenzierungsmedium: PB-/ FKS-freies Medium mit rhGM-CSF (500 u/ ml, Relia Tech
GmbH, Braunschweig) und IL-4 (200 u/ ml, Relia Tech GmbH, Braunschweig)
• EDTA-Waschmedium: 5 % FKS, 0,2 mM EDTA, 10 mM Hepes-Puffer, 100 u/ ml
Penicillin, 100 µg/ ml Streptomycin, 4 mM Glutamin in RPMI 1640
• FKS-freies Medium: 100 u/ ml Penicillin, 100 µg/ ml Streptomycin, 4 mM Glutamin in
CellGrow (CellGenix, Freiburg)
• F-Medium (Fibroblasten-Medium): 10 % FKS, 100 u/ ml Penicillin, 100 µg/ ml
Streptomycin, 4 mM Glutamin in DMEM
• MACS+-Puffer (für Positivselektion): 0,5 % FKS, 2 mM EDTA in PBS; entgasen
• MACS--Puffer (für Negativselektion): 10 % FKS, 2 mM EDTA in PBS; entgasen
• PB-Medium (Medium für Periphere Blutzellen): 10 % FKS, 10 mM Hepes-Puffer,
100 u/ ml Penicillin, 100 µg/ ml Streptomycin, 4 mM Glutamin in RPMI 1640
• Waschmedium: 5 % FKS, 10 mM Hepes-Puffer, 100 u/ ml Penicillin, 100 µg/ ml
Streptomycin, 4 mM Glutamin in RPMI 1640
4.4.2 Kultivierung adhärenter Zellen
P815- und Vero E6-Zellen wurden in F-Medium bei 37° C, 5 % CO2 und 80 %
Luftfeuchtigkeit kultiviert. Bei konfluentem Zellrasen wurden die Zellen mit Trypsin-EDTA-
Lösung gelöst, in frischem Medium resuspendiert und 1:10 bis 1:20 verdünnt weiter
kultiviert.
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4.4.3 Transfektion
Zum Testen der effektivsten Transfektionsmethode wurden P815- und Vero E6-Zellen mit
Hilfe verschiedener Agentien mit je 2,5, 10 und 20 µg pIRES2-EGFP (Kapitel  4.2.1.4)
behandelt. Dieses Plasmid führt in erfolgreich transfizierten Zellen zur Expression von EGFP
wodurch die Transfektionseffizienz im FACS (Kapitel 4.5.3) leicht bestimmt werden konnte.
4.4.3.1 CaPO4
Zur transienten Transfektion wurde einerseits das MBS Mammalian Transfection Kit
(Stratagene, La Jolla, USA) eingesetzt. Die Durchführung erfolgte laut Anweisung. Dazu
wurden ca. 7,5x105 subkonfluente Zellen 4 h vor der Transfektion mit frischem
Komplettmedium und 5 % speziellem FKS inkubiert. Die Inkubation mit dem Präzipitat
erfolgte für 5 h im Brutschrank. Anschließend wurden die Zellen zweimal mit PBS
gewaschen und in frischem Komplettmedium für 2 d bis zur Detektion inkubiert.
4.4.3.2 Lipofectin
Als weitere Transfektionsmethode von P815- und Vero E6-Zellen wurde Lipofectin
(Gibco, Invitrogen, Karlsruhe) laut Anweisung in einer Verdünnung von 2, 10 und 20 µl/ ml
eingesetzt. Dazu wurden ca. 7,5x105 subkonfluente Zellen verwendet. Die Inkubation mit
dem Präzipitat erfolgte für 24 h im Brutschrank. Anschließend wurden die Zellen gleich in
frischem Komplettmedium für einen weiteren Tag bis zur Detektion inkubiert.
Zur transienten Transfektion von Effektorzellen in den Proliferationstests wurden Vero E6-
Zellen verwendet, die mit 10 µg/ ml Lipofectin und 10 µg pVP22/myc-His (Kapitel 4.2.1.2)
beziehungsweise pcDNA3.1 (Kapitel 4.2.1.1) behandelt wurden.
4.4.4 Isolierung und Generierung primärer Blutzellen
Die Monozyten zur Generierung der Dendritischen Zellen wurden aus buffy coats
gesunder Spender (DRK Blutspendedienst Wannsee, Berlin) isoliert. Die Aufbereitung der
Zellen fand am Tag der Blutentnahme statt.
4.4.4.1 Ficoll-Dichtegradientenzentrifugation
Die Isolierung der peripheren mononukleären Zellen (peripheral blood mononuclear cells,
PBMC) startete mit der Auftrennung des Buffy Coats über eine Ficoll-
Dichtegradientenzentrifugation (Abb. 6).
Dazu wurden je 20 ml Ficoll-Paque Plus (Dichte 1,007 g/ cm3, Pharmacia Biotech, Upsala,
Schweden) in einem 50 ml Zentrifugenröhrchen (Greiner Bio-one, Frickenhausen) mit
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EDTA-Waschmedium verdünntem Spenderblut überschichtet und für 30 min bei 1.500 g
(Labofuge, Heraeus, Hanau), 25° C ohne Bremse zentrifugiert. Aufgrund ihrer größeren
Dichte sedimentieren die Erythrozyten und Granulozyten am Boden des Röhrchens als Pellet,
während sich die PBMC in der Grenzzone zwischen Medium und Ficoll-Paque als weißliche
Bande sammeln (Boyle et al., 1969). Die PBMC wurden abgenommen und mit
Waschmedium von Ficollresten und Verunreinigungen durch Erythrozyten und
Thrombozyten gereinigt. Dazu wurden die Zellen für 7 min bei 1.000 g zentrifugiert. Die
PBMC wurden zwei weitere Male in Waschmedium aufgenommen und bei 750 g für 5 min
und anschließend bei 600 g für 4 min zentrifugiert.
Abb. 6: PBMC-Isolierung mittels Ficoll-Dichtegradientenzentrifugation.
Im Ficoll-Dichtegradienten lassen sich nach der Zentrifugation verschiedene Zellschichten
unterscheiden: Erythrozyten sammeln sich mit Granulozyten am Boden des Zentrifugengefäßes.
Darüber befindet sich die Ficollschicht, auf der die PBMC aufliegen. In der obersten Schicht befindet
sich restliches Blutplasma, Medium und kleinste Partikel wie Thrombozyten.
4.4.4.1.1 Doppelte Ficoll-Dichtegradientenzentrifugation
Zur weiteren Aufreinigung der Monozyten aus PBMC wurde eine zweite Ficoll-
Dichtegradientenzentrifugation angeschlossen. Diesmal wurde Ficoll-Paque 10:1,4 mit PBS
verdünnt eingesetzt. Der weitere Ablauf erfolgte wie beschrieben.
Die isolierten Monozyten wurden entweder direkt weiter zu unreifen Dendritischen Zellen
differenziert (Kapitel 4.4.5) oder es wurde eine Negativselektion CD14-positiver Zellen
angeschlossen. Im letzteren Fall erfolgte der zusätzliche Zentrifugationsschritt um die Menge
der Nicht-Monozyten und damit der eingesetzten Reagenzien zu verringern.
4.4.4.2 Plastikadhärenz
Zur Isolierung der Monozyten aus PBMC kann man sich ihre Eigenschaft, an Plastik zu
binden zunutze machen. Dazu wurden die über einen Ficoll-Dichtegradienten aufgereinigten
PBMC in PB-Medium bei 37° C, 5 % CO2 und 80 % Luftfeuchtigkeit für 1 h inkubiert.
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Anschließend wurden die Lymphozyten mit PBS abgespült und die verbleibenden Monozyten
in Differenzierungsmedium aufgenommen.
4.4.4.3 Magnetische Zellseparation
4.4.4.3.1 Isolierung CD14-positiver Monozyten
Zur Erhöhung der Reinheit der Monozytenkultur wurde eine Positivselektion CD14-
positiver Zellen über magnetische Zellseparation (CD14 MicroBeads, Miltenyi Biotec,
Bergisch Gladbach) durchgeführt. Dazu wurden die PBMC nach dem Ficoll-Dichtegradienten
in MACS+-Puffer gewaschen und laut Anweisung weiter bearbeitet. Die Monozyten, die an
die Beads gebunden hatten, wurden dann in Differenzierungsmedium aufgenommen.
4.4.4.3.2 Negativselektion von Monozyten
Alternativ konnten die Monozyten über Negativselektion mit Hilfe des Monocyte Isolation
Kits (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach) weiter aufgereinigt werden. Dazu wurden nach
einer doppelten Ficoll-Dichtegradientenzentrifugation (Kapitel 4.4.4.1.1) CD3- (T-Zellen), CD7-
(T-Zellen), CD19- (B-Zellen), CD45RA- (T-Zellen), CD56- (Natürliche Killerzellen) und
Anti-IgE-positive Zellen (B-Zellen) über magnetische Beads aus dem Zellgemisch entfernt.
Die Durchführung erfolgte laut Protokoll mit MACS--Puffer. Die nichtgebundenen Zellen im
Durchlauf wurden in Differenzierungsmedium aufgenommen.
4.4.4.3.3 Isolierung CD3-positiver T-Zellen
PBMC (ca. 2x106 Zellen/ ml in PB-Medium) wurden nach einer Ficoll-
Dichtegradientenzentrifugation für 3 d mit PHA (4 µg/ ml, R&D-Systems, Wiesbaden) bei
37° C, 5 % CO2 und 80 % Luftfeuchtigkeit aktiviert. Es folgte eine magnetische
Zellseparation über CD3 Beads (CD3 MicroBeads, Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach). Die
Durchführung erfolgte laut Protokoll mit MACS+-Puffer. Die T-Zellen wurden anschließend
in PB-Medium weiter verwendet. Zum Testen, ob die c-FLIPL-Expression nach HSV-1
Infektion in T-Zellen stabilisiert werden konnte, wurde humanes IL-2 (2,5 u/ ml, Gibco,
Invitrogen, Karlsruhe) während der Infektion mit HSV-1 zugegeben.
4.4.5 Generierung Dendritischer Zellen
Zur Differenzierung der Monozyten zu Dendritischen Zellen wurden ca. 3x106 Zellen/ ml
Differenzierungsmedium eingesetzt. Dabei wurden die mittels Plastikadhärenz und der
doppelten Ficoll-Dichtegradientenzentrifugation isolierten Monozyten in FKS-freiem
Medium, die über magnetische Beads isolierten Zellen in PB-Medium kultiviert.
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Anschließend wurden die Zellen für 6 d bei 37° C, 5 % CO2 und 80 % Luftfeuchtigkeit
inkubiert. Nach 3 Tagen wurde das Kulturmedium gewechselt (Sallusto et al., 1994).
Zur Generierung von reifen Dendritischen Zellen wurden unreife Dendritische Zellen für
zwei weitere Tage mit LPS (1 µg/ ml, R&D-Systems, Minneapolis, USA) inkubiert.
4.4.6 Handhabung von HSV-1(F)
Für alle Versuche, bei denen Zellen infiziert wurden, wurde der HSV-1(F)-Laborstamm
(American Type Culture Collection, Manassas, USA) verwendet.
4.4.6.1 Anzucht des Virusstammes
Die Anzucht von HSV-1(F) erfolgte auf Affen-Nieren-Zellen (Vero E6, American Type
Culture Collection, Manassas, USA) in F-Medium bei 37° C, 5 % CO2 und 80 %
Luftfeuchtigkeit. Die Zellen wiesen nach ca. 3 d zytopathische Veränderungen in Form von
Plaques auf. Der Überstand wurde ein und zwei Tage später geerntet und mittels
Zentrifugation für 30 min bei 2.000 g von Zellverunreinigungen befreit. Da die Produktion
der Viren sehr effektiv war, war keine weitere Konzentrierung nötig. Die Überstände wurden
in Aliquots zu 2 ml, beziehungsweise 200 µl (Kryoröhrchen von Greiner, Solingen) in
flüssigem N2 aufbewahrt.
4.4.6.2 Titerbestimmung des Virusstammes
Die Titerbestimmung des geernteten HSV-1-(F)-Stammes erfolgte auf konfluenten
Vero E6-Zellen (Lundkvist, Stockholm, Schweden). Dazu wurden die Zellen mit
verschiedenen Virusverdünnungen inkubiert und nach 3-5 Tagen auf Plaques ausgezählt. Es
ergab sich ein Titer von ca. 2x105 pfu (plaque forming units)/ ml.
4.4.6.3 Infektion von Zellen mit Herpes-simplex-Virus Typ 1
Zur Infektion von Zellen mit HSV-1 wurde eine MOI (multiplicity of infection) von 1
eingesetzt. Dazu wurden die Zellen für eine Stunde mit dem infektiösen Virus,
beziehungsweise einem hitzeinaktivierten Aliquot (mock-infiziert, 30 min, 56° C) der
gleichen Menge inkubiert. Danach wurden die Zellen zweimal mit Waschmedium von freien,
ungebundenen Viren befreit und in entsprechendem Medium aufgenommen.
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4.5 IMMUNOLOGISCHE METHODEN
4.5.1 Immunfloureszenz
Zum Nachweis der Lokalisation von p53 in HSV-1- und mock-infizierten unreifen
Dendritischen Zellen wurden 105 Zellen in 100 µl PBS mittels Cytospin (350 g für 3 min) auf
Objektträger transferiert. Die Zellen wurden anschließend angetrocknet, bevor sie für 30 min
bei RT mit 4 % Paraformaldehyd in PBS (pH 7,4) fixiert wurden. Nach einem Waschschritt in
PBS wurden die Zellen für 2 min mit einer Permeabilisierungslösung (0,1 % Triton X-100,
0,1 % Natrium-Citrat) behandelt. Nach erneutem Waschen mit PBS wurde dann der murine
anti-human monoklonale Antikörper gegen p53 (Klon DO-7 BD Biosciences, Heidelberg) für
30 min bei 37° C zugegeben. Die Inkubation mit dem FITC-markierten Ziege-anti-Maus
Zweitantikörper (Southern Biotechnology , Birmingham, UK) erfolgte ebenfalls für 30 min
bei 37° C nach einem Waschschritt in PBS. Die Detektion erfolgte mit einem 40x-Objektiv
des Immunfloureszenzmikroskopes Olympus BX60 und der Kamera Olympus OM-4 Ti
(Olympus Optical Co. GmbH, Hamburg).
4.5.2 Proliferationstests
Zur Überprüfung der immunsuppressiven Wirkung von VP22 auf T-Lymphocyten wurden
Proliferationstests wie bereits beschrieben durchgeführt (Kruisbeek et al., 1991). Als Target
wurde entweder die humane T-Zellinie Jurkat, für 3 d mit PHA (4 µg/ ml) aktivierte T-Zellen
oder PBMC verwendet. Jurkat-Zellen wachsen ohne äußeren Reiz. Die PBMC mußten
dagegen mit PHA (0,02 µg/ ml) stimuliert werden. Als Effektorzellen wurden zum einen
transient transfizierte Vero E6-Zellen (Kapitel 4.4.3.2) nach 2 d durch Bestrahlung apoptotisch
gemacht (ca. 40 Gy) und in verschiedenen Verhältnissen (1:1, 1:2, 1:5, 1:10) mit den
Targetzellen (jeweils 100.000 Zellen pro Ansatz) gemischt. Zum anderen wurde
aufgereinigtes VP22, beziehungsweise entsprechend behandeltes Eluate ohne exprimiertes
Protein (Kapitel 4.3) in verschiedenen Konzentrationen (0,01, 0,1, 1, 10 µg/ ml) zu den
Zielzellen gegeben. Nach 2 bis 4 d wurde die Proliferation der Target-Zellen mit
verschiedenen Detektionssystemen, bedingt durch den Umzug unseres Labors, nachgewiesen.
Die Experimente wurden jeweils als Triplett angefertigt.
4.5.2.1 Radioaktiver Nachweis
Nach 2 - 4 d wurden die Target-Zellen mit [3H]Thymidin [103 Bq (3H)thymidine methyl-
thymidine; NEN Life Science Products, Boston, USA] in PBS über Nacht inkubiert.
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Schließlich wurden die Zellen geerntet (Skatron Instruments, Oslo, Norway) und die
[3H]Thymidin Inkorporation nach 16 h über einen β-Zähler gemessen (Wallac Instruments,
Gaithersburg, USA).
4.5.2.2 Colorimetrischer Nachweis
Alternativ erfolgte ein colorimetrischer Nachweis der Lymphozyten-Proliferation mit Hilfe
des CellTiter 96 AQueous One Solution Proliferation Assay (Promega, Mannheim) bei
OD570 nm nach Anweisung des Herstellers.
4.5.3 Durchflußzytometrie
Für die durchflußzytometrischen Untersuchungen kam ein FACScan® (Fluorescence
Activated Cell Sorter and Analyzer, Becton Dickinson, Heidelberg) als fünfparametrisches
Analysegerät auf Laserbasis zur Verwendung. Die Einstellung der Betriebsparameter, die
Steuerung der Messungen sowie die primäre Auswertung der gewonnenen Daten erfolgte
über das integrierte Softwarepaket CellQuest auf dem angeschlossenen iMac (Apple,
Cupertino, USA). Die Mehrfarbenfluoreszenzanalyse ermöglichte die Analyse verschiedener
Moleküle gleichzeitig. Die Voraussetzung sind Farbstoffe, die sich in ihren
Emissionsspektren unterscheiden.
Zur Detektion verschiedener Oberflächenantigene auf mock-infizierten und mit HSV-1-
infizierten Dendritischen Zellen wurden ca. 2x105 Zellen pro Ansatz verwendet. Dazu wurden
die Zellen erst mit PBS gewaschen und dann mit dem jeweiligen Antikörper bei einer
Verdünnung von 1:50 in Blockpuffer (10 % FKS, 0,02 % Natriumazid in PBS) für 45 min bei
4° C inkubiert. Danach wurden die Zellen abzentrifugiert und zweimal mit Waschpuffer (1 %
FKS, 0,02 % Natriumazid in PBS) gewaschen. Die Inkubation mit dem fluoreszenzmarkierten
Zweitantikörper erfolgte für 45 min bei 4° C im Dunkeln. Nach Zentrifugation und
Dekantieren des Überstandes wurden die Zellen erneut zweimal mit Waschpuffer gewaschen.
Schließlich wurden die Zellen in 100 bis 200 µl 0,37 % Formaldehyd/ PBS fixiert und im
Durchflußzytometer analysiert.
Um die spezifischen Meßsignale von der unspezifischen Autofluoreszenz einer Zelle zu
unterscheiden, wurden Isotypen-Kontrollantikörper als Negativkontrollen eingesetzt.
Grundlage für die initiale Analyse einer Probe sind die Zellgröße und Granularität. Die zu
untersuchende Zellpopulation läßt sich anhand dieser Merkmale abgrenzen und als Ausgangs-
population zum quantitativen Nachweis der markierten Moleküle verwenden. Die
Expressionsdichte des entsprechenden Moleküls wird durch die Höhe der mittleren
Fluoreszenzintensität (MFI) gegen die Zellzahl dargestellt.
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4.5.3.1 Verwendete Antikörper:
Folgende Maus anti human monoklonale Antikörper wurden verwendet: CD95
(Klon DX2), CD95Ligand (Klon NOK-1, Biotin-konjugiert), CD83 (Klon HB15e), TRAIL
(Klon RIK-2), Caspase-8 (Klon B9-2) von PharMingen, BD Biosciences, Heidelberg. CD1a
(Klon NA1/34) von Biozol, Eching, TNFα (Klon T3, Biotin-konjugiert) von HyCult
Biotechnologies, Uden, Niederlande und HSV-1 gD (Katalognummer: 13-119-100) von Tebu,
Offenbach. Der Antikörper Maus IgG 1 κ (Klon MOPC-31C) und Maus H-2Kb (Klon AF6-
88.5 Biotin-konjugiert) als Isotyp Kontrollantikörper, wurden von PharMingen, BD
Biosciences, Heidelberg bezogen. Die Zweitantikörper und Streptavidin-konjugierte
Fluorochrome stammten von Southern Biotechnology , Birmingham, UK.
4.6 APOPTOSENACHWEIS
4.6.1 Nachweis von Apoptose mit Annexin V und Propidiumiodid
Der Annexin V/ Propidiumiodid-Assay beruht auf der Beobachtung, daß rasch nach der
Apoptoseinduktion Phosphatidylserin von der Innenseite der Plasmamembran auf die
Zelloberfläche transloziert wird (Martin et al., 1995). Exponiert an der Oberfläche der
apoptotischen Zelle, kann Phosphatidylserin mit Annexin V markiert werden, einem
kalziumabhängigen, phospholipidbindenden Protein. Da die Translokation von Phosphatidyl-
serin auch im Rahmen nekrotischer Alterationen vorkommt, ist es notwendig, zeitgleich mit
der Annexin V-Markierung die Integrität der Zellmembran zu überprüfen. Dies geschieht mit
der Markierung von DNA durch Propidiumiodid. Somit sind Zellen als apoptotisch definiert,
wenn sie ein positives Signal für Annexin V und zugleich ein negatives Signal für
Propidiumiodid aufweisen, während nekrotische Zellen PI-positiv sind (Vermes et al., 1995).
Die für den Apoptosenachweis vorgesehenen Zellen wurden in Reagenzröhrchen mit
vorgelegtem AV-Puffer (Annexin V-Puffer: 10 mM Hepes, 140 mM NaCl, 2,5 mM CaCl2 in
ddH2O, pH 7,0) überführt und für 4 min, 600 g abzentrifugiert. Der Überstand wurde entfernt
und die Zellen in AV-Puffer mit 1:50 Annexin V-FITC (Annexin V-FLUOS, Roche
Diagnostics, Mannheim) aufgenommen. Die Zellen wurden nach 30 min bei 4° C im Dunkeln
erneut mit AV-Puffer gewaschen, um ungebundenes Annexin V zu entfernen. Anschließend
wurde das Zellpellet mit 100 µl Propidiumiodid (0,78 µg/ ml, Sigma Aldrich, Taufkirchen) in
PBS resuspendiert und auf Eis gelagert. Die Zellen wurden innerhalb einer Stunde
durchflußzytometrisch (Kapitel 4.5.3) bestimmt.
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4.6.1.1 Verwendete Agentien
Acyclovir (1 µM, GlaxoSmithKline, München) wurde eingesetzt um die Replikation von
HSV-1 zu hemmen. Zum Blockieren der Todesliganden wurden chimere Proteine in einer
Endkonzentration von 5 µg/ ml eingesetzt. Die Proteine, bestehend aus den extrazellulären
Domänen des humanen CD95L, TRAIL-R2 und TNF-R2 in Verbindung mit dem Fc-Teil von
humanem IgG, wurden freundlicherweise von H. Walzcack, Heidelberg, zur Verfügung
gestellt (Raftery et al., 1999); ebenso rekombinantes CD95L mit einem fusionierten Leucin-
Zipper zur Trimerisierung des Liganden. Caspase-6- und -8-Inhibitor (Ac-IETD-CHO,
25 µM, Biomol, Hamburg), Caspase I Inhibitor (zVAD-FMK, 50 µM, Calbiochem, Merck
Biosciences, Darmstadt) und Caspase-3- und -7-Inhibitor (z-DEVD-FMK, 25 µM, Alexis
Biochemicals Grünberg) wurden verwendet, um den Einfluß der Caspasen auf die durch
HSV-1 induzierte Apoptose zu untersuchen.
4.6.2 TUNEL-Test
Das Prinzip des TUNEL-Tests beruht auf der DNA-Fragmentation während der Apoptose.
Mittels der Terminalen Desoxynukleotidyl Transferase können diese Brüche mit FITC-
markiertem dUTP gekennzeichnet werden. Die leuchtenden Kerne, die apoptotische Zellen
anzeigen, sind im Mikroskop leicht erkennbar. Der TUNEL-Test wurde entsprechend des
Protokolls (in situ cell death detection kit, fluorescein, Roche Diagnostics, Mannheim) für den
Apoptose-Nachweis in der Immunfloureszenz (Kapitel 4.5.1) durchgeführt.
4.6.3 Nachweis der Caspase-8-Aktivität
Der Nachweis der Caspase-8-Aktivität in HSV-1- und mock-infizierten unreifen
Dendritischen Zellen erfolgte mit Hilfe des ApoAlert Caspase-8 Colorimetric Assay Kit
(Clontech, BD Biosciences, Heidelberg) laut Anweisung. Als Subtrat wurde ein Oligopeptid
mit der spezifischen Erkennungssequenz IETD eingesetzt, an das der Farbstoff pNA
gekoppelt war. Dieser wurde nach enzymatischer Aktivität der Caspase-8 freigesetzt und
konnte im Spektrometer bei OD405 nm nachgewiesen werden. Zur Festlegung des Hintergrunds
wurden HSV-1-infizierte Zellen ohne Subtrat eingesetzt. Der Caspase-6- und -8-Inhibitor




Herpesviren sind für ihre vielfältigen Immunevasionsmechanismen bekannt. Im Rahmen
dieser Arbeit sollte untersucht werden, wie HSV-1 die Immunantwort durch Interaktion mit
Zellen des Immunsystems unterdrücken kann. Diese Mechanismen könnten dabei in den
infizierten Wirtszellen selbst (in cis) oder in den Nachbarzellen (in trans) angreifen.
5.1 VERSCHIEDENE SYSTEME ZUR EXPRESSION VON VP22
Von dem viralen Tegumentprotein VP22 wurde berichtet, daß es von der Wirtszelle in
benachbarte, uninfizierte Zellen transportiert werden kann (Elliott et al., 1997). Somit könnte
VP22 nach Expression in infizierten Epithelzellen auch in benachbarte immunkompetente
Zellen transloziert werden. Da dieser Transport unter Beteiligung des Zytoskelettes abläuft,
welches eine große Rolle in der T-Zell-Aktivierung und auch deren Effektorfunktion hat,
sollte untersucht werden, ob VP22 einen immunmodulatorischen Effekt (in trans) auf T-
Zellen hat. Um in Proliferationstests einen Einfluß auf Lymphozyten feststellen zu können,
mußte VP22 rekombinant exprimiert werden.
5.1.1 Transiente Transfektion von Säugerzellen mit VP22
Zum Testen der immunmodulatorischen Wirkung von VP22 in Lymphozyten wurde ein
Expressionssystem benötigt, das einerseits genug Protein liefern und zum anderen dessen
Funktionsfähigkeit gewährleisten konnte. VP22 wurde deshalb mittels transienter Transfek-
tion in Säugerzellen exprimiert (Abb. 7). Um die Menge der erfolgreich transfizierten Zellen
leicht bestimmen zu können, wurde ein GFP-kodierender Vektor (pIRES2-EGFP) zur
Ermittlung der optimalen Versuchsbedingungen verwendet. Da langfristig geplant war, die
immunmodulatorische Wirkung von VP22 im Tiermodell zu analysieren, sollten P815-Zellen
verwendet werden. Diese murinen Mastozytomzellen sind syngen zum DBA/2-Mausstamm.
Werden Mäusen dieses Stammes P815-Zellen injiziert, die das wirtsfremde MHC-Molekül Kb
exprimieren, findet eine Abstoßungsreaktion statt. Bei gleichzeitiger Injektion VP22-
exprimierender Zellen könnte dann in vivo kontrolliert werden, ob diese Immunantwort in
Anwesenheit von VP22 verändert werden würde. Alternativ zu den P815-Zellen wurde die
Affen-Nieren-Zellinie Vero E6 verwendet, von der eine Transfektion mit VP22 schon
berichtet wurde (Pomeranz et al., 1999). Als Reagenzien wurde einerseits Lipofectin in
verschiedenen Verdünnungen (1,5, 5 und 10 µl/ ml) und zum anderen CaPO4, jeweils mit
verschiedenen DNA-Konzentrationen (2, 10 und 20 µg/ ml), eingesetzt.
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Abb. 7: Testen der optimalen Bedingungen zur transienten Transfektion von P815- und Vero E6-Zellen.
Ca. 7,5x105 P815- und Vero E6-Zellen wurden mit einem GFP exprimierenden Vektor (2, 10 und
20 µg/ ml DNA) mit CaPO4 beziehungsweise Lipofectin in verschiedenen Volumenverhältnissen (1,5,
5 und 10 µl/ ml) transfiziert. Nach 2 d wurde die Transfektionseffizienz durchflußzytometrisch
bestimmt. Der prozentuale Anteil der GFP-exprimierenden Zellen ist jeweils angegeben.
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P815-Zellen ließen sich weder mit Lipofectin noch mit CaPO4 transient transfizieren.
Dagegen variierte je nach Versuchsbedingungen die Expressionstärke von GFP in Vero E6-
Zellen stark. Mit CaPO4 konnte in beiden Zellinien, auch bei veränderten DNA-
Konzentrationen, keine Expression von GFP erzielt werden. Wurden Vero E6-Zellen mit
Lipofectin und 10 beziehungsweise 20 µg/ ml DNA behandelt, variierte die Transfektions-
effizienz zwischen 30 und 60 %. Die stärkste Expression wurde dabei mit 10 µl/ ml
Lipofectin erzielt. In den nachfolgenden Proliferationstests wurden deshalb Vero E6- als
Effektorzellen eingesetzt, die mit 10 µl/ ml Lipofectin und 10 µg/ ml Plasmid-DNA transient
transfiziert wurden.
5.1.2 Expression und Isolierung von rekombinantem VP22 in E. coli
In den nachfolgenden Proliferationstests wurde, alternativ zur Verwendung transient
transfizierter Zellen als VP22-Produzenten, das virale Protein in E. coli exprimiert (Abb. 8).
Dies sollte, nach Aufreinigung des Proteins über eine Affinitätschromatographie mit Ni-NTA,
die definierte Zugabe von VP22 in den Proliferationstests ermöglichen.
Neben der Expression von VP22 in E. coli erfolgte ein paralleler Ansatz mit Bakterien, die
mit dem leeren Vektor transformiert wurden. Diese Eluate sollten als Negativkontrolle in den
Proliferationstests dienen. Einflüsse durch eventuelle Verunreinigungen beziehungsweise
vorhandenes Imidazol könnten damit ausgeschlossen werden. Die einzelnen Schritte der
Aufreinigung wurden im Western Blot untersucht (Abb. 8A). Die Reinheit der Eluate wurde in
einer SDS-PAGE mit anschließender Färbung aller Proteine mit Coomassie kontrolliert (Abb.
8B).
VP22 wurde in den induzierten Bakterien verstärkt exprimiert. Ein Teil des exprimierten
Proteins lag nach Lyse der Zellen als unlösliche Fraktion im Pellet vor. Die parallel mit dem
leeren Vektor aufgereinigten Bakterienlysate enthielten dagegen keine Proteine in dem
Größenbereich von VP22.
Nachdem VP22 über eine Affinitätschromatographie aufgereinigt wurde, verminderten
sich die Verunreinigungen durch bakterielle Fremdproteine dramatisch. Während im
Durchfluß nach der Bindung von VP22 an das Säulenmaterial und dem anschließenden
Waschschritt noch starke Verunreinigungen nachzuweisen waren, zeigten die Eluate deutlich
weniger Fremdproteine.
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Abb. 8: Nachweis der Expression und Aufreinigung von VP22 aus E coli.
Chemisch kompetente E. coli wurden zum einen mit dem Expressionsplasmid pET29-VP22/myc-His
(VP22) und zum anderen mit dem leeren Vektor (Kontrolle) transformiert. 4 h nach Induktion der
Expression wurden die Bakterien lysiert und die löslichen Proteine (Lysat) von der unlöslichen
Fraktion (Pellet) getrennt. Die löslichen Proteine wurden über Affinitätschromatographie mit Ni-NTA
aufgereinigt. Die ungebundenen Proteine (Durchfluß) und der Waschpuffer (Wasch) wurden zur
Dokumentation gesammelt. Anschließend erfolgte die Elution mit Imidazol (100, 200, 500 mM) in neun
getrennte Fraktionen. Nach der Aufreinigung wurde eine Probe des benutzten Chelats (Ni-NTA)
entnommen. Von den einzelnen Schritten der Aufreinigung wurden Aliquote abgenommen und im
Western Blot auf ihren Proteingehalt untersucht. Der Nachweis von VP22 erfolgte über das C-
terminale Myc-Tag (A). Die Reinheit der Eluate wurde über eine SDS-PAGE und anschließende
Färbung der gesamten enthaltenen Proteine mit Coomassie bestimmt (B). Der Pfeil gibt die Laufhöhe
von VP22 an.
Die Fraktionen 1 bis 3 (100 mM Imidazol) wiesen noch starke Verunreinigungen auf. Die
Fraktionen 4 bis 7 (entsprach 200 mM Imidazol) enthielten dagegen fast nur noch
aufgereinigtes VP22. Der Proteingehalt in den Fraktionen 7 bis 9 (500 mM Imidazol) war
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insgesamt sehr schwach. Die Eluatfraktionen 4 bis 7 wurden deshalb gepoolt und ihre
Proteinkonzentration (0,2 µg/ ml) für den weiteren Einsatz in den Proliferationstests
bestimmt. Die Eluate von den Bakterien, die mit dem leeren Vektor induziert wurden, wurden
entsprechend behandelt und als Negativkontrolle für die nachfolgenden Proliferationstests
weiter verwendet.
5.2 PROLIFERATIONSTESTS ZUR BESTIMMUNG EINER
MÖGLICHEN IMMUNMODULATORISCHEN WIRKUNG VON
VP22 AUF LYMPHOZYTEN
Zur Überprüfung einer möglichen immunsuppressiven Wirkung von VP22 auf T-Zellen
wurde deren Proliferationsverhalten in Anwesenheit von VP22 untersucht. Dazu wurden zum
einen transient transfizierte Vero E6-Zellen, die VP22 exprimieren und zum anderen
rekombinantes VP22 eingesetzt. In den Vero E6-Zellen wurde 2 Tage nach Transfektion
Apoptose mittels Bestrahlung induziert, damit ihre Zellteilung kein unspezifisches Signal
liefern konnte. Nach 2 bis 3 Tagen wurde das Wachstum der Target-Zellen gemessen. Dies
erfolgte entweder über die Inkorporation von radioaktivem [3H]Thymidin in proliferierende
Zellen oder colorimetrisch über die Messung der Stoffwechselaktivität sich teilender Zellen.
5.2.1 Unveränderte T-Zell-Proliferation in Anwesenheit von VP22-
transient transfizierten Vero E6-Zellen
Um eine immunmodulatorische Wirkung von VP22 auf Lymphozyten zu ermitteln, wurde
deren Proliferationsverhalten in Anwesenheit von transient transfizierten Vero E6-Zellen
(Kapitel 5.1.1) untersucht (Abb. 9). Dazu wurden die Affen-Nieren-Zellen mit einem VP22-
exprimierenden Vektor (pVP22/myc-His) oder dem leeren Kontrollplasmid [pET29-b(+)]
behandelt und nach 2 d in verschiedenen Mischungsverhältnissen mit den Zielzellen für
weitere 3 d inkubiert. Da eine Proliferation der Effektorzellen verhindert werden mußte,
wurden die Vero E6-Zellen vor der Inkubation mit den Targetzellen mittels Gammastrahlung
inaktiviert. Als Targetzellen wurden Jurkat (Abb. 9A) beziehungsweise PBMC (Abb. 9B)
verwendet. Jurkat-Zellen wachsen ohne äußeren Reiz. Die PBMC, die über eine Ficoll-
Dichtegradientenzentrifugation aus Spenderblut gewonnen wurden, mußten mit 0,02 µg/ ml
PHA stimuliert werden. Der Nachweis der Proliferation der Targetzellen erfolgte dann über























Abb. 9: Unveränderte T-Zell-Proliferation in Anwesenheit von VP22-produzierenden transient
transfizierten Vero E6-Zellen.
Mit pET29-VP22/myc-His (VP22) beziehungsweise dem leeren Vektor [pET29-b(+), Kontrolle]
transient transfizierte Vero E6-Zellen (Effektorzellen) wurden nach 2 d mit Jurkat-Zellen (A)
beziehungsweise mit 0,02 µg/ ml PHA stimulierten PBMC (B) als Targetzellen in verschiedenen
Mischungsverhältnissen (Effektor-:Targetzellen, E:T) für 3 d inkubiert. Der Nachweis der Proliferation
der Targetzellen erfolgte mittels Inkubation des Zellgemischs für 16 h mit [3H]Thymidin. Die
Auftragung der verschiedenen E:T-Verhältnisse erfolgte gegen die Menge des inkorporierten
[3H]Thymidins (counts per minute, cpm). Die Mittelwerte (± Standardabweichung) eines als Triplett
angefertigten repräsentativen Experimentes sind jeweils angegeben.
In Anwesenheit von transient transfizierten Vero E6-Zellen änderte sich die Proliferation
der Lymphozyten nicht. Die humane T-Zellinie Jurkat und die PBMC verhielten sich dabei in
etwa gleich. Bis zu einem Effektor:Target-Verhältnis von 1:5 (PBMC) beziehungsweise 1:10
(Jurkat-Zellen) stieg die Proliferation der Zielzellen an. Bei einem 10fachen Überschuß an
Targetzellen blieb die Proliferation der PBMC im Gegensatz zu den Jurkat-Zellen
unverändert. Bei diesem Mischungsverhältnis zeigte sich eine schwächere Proliferation der
Lymphozyten in Anwesenheit von VP22. Die Unterschiede waren jedoch nicht signifikant.
Die Proliferation der Lymphozyten nahm somit bei Zugabe der transfizierten Zellen
kontinuierlich, aber VP22-unabhängig, ab.
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5.2.2 Unveränderte T-Zell-Proliferation in Anwesenheit von rekombi-
nantem VP22
Die Verwendung von transient transfizierten Zellen als Lieferant von VP22 hatte den
Nachteil, daß die Menge des im Versuchsansatz befindlichen viralen Proteins nicht genau
kontrolliert werden konnte, da die Stärke der Transfektion bei jedem Experiment schwankte
(Daten nicht aufgeführt). Um die Menge des eingesetzten viralen Proteins im Versuchsansatz
genauer definieren zu können, wurden die nächsten Proliferationstests mit aufgereinigtem, in


































Abb. 10: Unveränderte T-Zell-Proliferation in Anwesenheit von rekombinantem VP22.
Für 3 d mit PHA (4 µg/ ml) aktivierte T-Zellen wurden mit VP22 (Proteinkonzentration in µg/ ml
angegeben) beziehungsweise einer entsprechend behandelten Negativkontrolle (eingesetzte Menge
entsprechend der VP22-Proteinkonzentration) für 2 d inkubiert (A). Alternativ dazu wurden bei
gleichem Ansatz PBMC als Zielzellen für 4 d in Anwesenheit von 0,02 µg/ ml PHA inkubiert (B). Als
Negativkontrolle wurde Eluat verwendet, das parallel aufgereinigt wurde, jedoch von Bakterien
stammte, die mit dem leeren Vektor transformiert wurden. Der Nachweis der Proliferation der
Targetzellen erfolgte colorimetrisch bei OD570 nm. Die Mittelwerte (± Standardabweichung) eines als
Triplett angefertigten repräsentativen Experimentes sind jeweils angegeben.
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Als Negativkontrolle wurde Eluat verwendet, das parallel aufgereinigt wurde, jedoch von
Bakterien stammte, die mit dem leeren Vektor transformiert wurden. Dadurch konnte
sichergestellt werden, daß eventuelle Unterschiede im Proliferationsverhalten der Zielzellen
nicht auf bakterielle Verunreinigungen beziehungsweise noch vorhandenes Imidazol in den
Eluaten zurückzuführen waren. Als Zielzellen wurden entweder für 3 d mit PHA (4 µg/ ml)
aktivierte T-Zellen (Abb. 10A) oder unbehandelte PBMC (Abb. 10B) verwendet. Die T-Zellen
wurden mittels CD3-Positivselektion isoliert. Die Inkubation der T-Zellen mit dem Eluat
erfolgte für 2 d. Die PBMC wurden dagegen für 4 d in Anwesenheit von 0,02 µg/ ml PHA mit
den Eluaten inkubiert. Der Nachweis der Proliferation der Effektorzellen erfolgte
colorimetrisch.
Die Proliferation der Lymphozyten änderte sich nach Inkubation mit rekombinantem VP22
im Vergleich zu dem Kontrollansatz nicht. Die Proliferation der PBMC nahm nach Zugabe
der Eluate leicht, aber unspezifisch ab.
Insgesamt konnte im Rahmen dieser Arbeit keine Proliferationsänderung von
Lymphozyten in Anwesenheit von VP22 beobachtet werden. Darüber hinaus konnte die
Translokationseigenschaft dieses viralen Tegumentproteins nicht bestätigt werden (Daten
nicht aufgeführt). Die Untersuchungen bezüglich der immunmodulierenden Wirkung von
VP22 wurden deshalb eingestellt. Es wurde statt dessen untersucht, ob und wie HSV-1 seine
immunmodulatorische Wirkung direkt in infizierten Zellen des Immunsystems (in cis)
entfalten kann. Da Antigen-präsentierende Zellen eine zentrale Rolle in der angeborenen
Immunität und der Einleitung der adaptiven Immunantwort spielen, stellen sie wichtige
Angriffspunkte bei einer viralen Infektion dar. Eine Wirkung von HSV-1 auf diese Zellen
wurde deshalb genauer untersucht.
5.3 UNTERSUCHUNG DER MORPHOLOGIE UND OBERFLÄCHEN-
MARKER UNREIFER DENDRITISCHER ZELLEN
Dendritische Zellen spielen eine zentrale Rolle bei der antiviralen Immunabwehr. HSV-1
kann unreife Dendritische Zellen infizieren, wodurch sie ihre Fähigkeit verlieren, auszureifen
und T-Zellen zu aktivieren (Salio et al., 1999). Um eine immunmodulatorische Wirkung von
HSV-1 in cis auf diese potenten Antigenpräsentierenden Zellen zu überprüfen, wurden zuerst
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die aus Monozyten isolierten und generierten Zellen auf ihre Morphologie und typischen
Oberflächenmarker untersucht.
5.3.1 Vergleich der Morphologie unreifer Dendritischer Zellen aus
verschiedenen Isolierungsmethoden
Die Isolierung der Monozyten, die wiederum zu unreifen Dendritischen Zellen
differenziert wurden, ist aus Spenderblut mit Hilfe verschiedener Methoden möglich. Es
handelt sich dabei um die Gewinnung der Monozyten mittels Plastikadhärenz (Adh), einer
doppelten Ficoll-Dichtegradientenzentrifugation (Fic), beziehungsweise einer Positiv- (Pos)
oder Negativselektion (Neg) mit Hilfe magnetischer Beads.
Abb. 11: Morphologie unreifer Dendritischer Zellen aus verschiedenen Isolierungsmethoden.
Aus Monozyten, die über Plastikadhärenz (Adh), einer doppelten Ficoll-Dichtegradientenzentrifugation
(Fic), Positiv- (Pos) oder Negativselektion (Neg) gewonnen wurden, wurden unreife Dendritische
Zellen generiert. Diese wurden dann durchflußzytometrisch auf ihre Morphologie untersucht. Dazu
wurden die Zellen in einem sogenannten Dot Blot dargestellt, wobei die Granularität der Zellen gegen
ihre Größe aufgetragen wurde. Die unreifen Dendritischen Zellen sind zur besseren Erkennung
eingekreist. Die T- und B-Lymphozyten sind in dem gestrichelten Oval zu erkennen.
Um einen ersten Überblick über die Reinheit und Morphologie der gewonnenen
Dendritischen Zellen zu bekommen, wurden Zellpopulationen aus verschiedenen
Isolierungsmethoden durchflußzytometrisch auf ihre Größe und Granularität untersucht (Abb.
11). Unreife Dendritische Zellen zeichnen sich sowohl durch ihre Größe als auch durch ihre
starke Granularität aus. T- und B-Lymphozyten lassen sich anhand ihrer geringeren Größe
und Granularität leicht davon unterscheiden. Bei der Population mit ebenfalls geringerer
Ergebnisse Seite 54
Größe aber starker Granularität handelt es sich wahrscheinlich um zelluläre Fragmente und
tote Zellen die unter anderem durch die Präparation der Zellen entstehen.
Die Zellkulturen, die über Plastikadhärenz und die doppelte Ficoll-Dichtegradientenzentri-
fugation gewonnen wurden, zeigten starke Verunreinigungen mit Lymphozyten. Dadurch war
der prozentuale Anteil der unreifen Dendritischen Zellen in der Kultur sehr gering. Insgesamt
enthielten die Zellpopulationen, die aus solchermaßen isolierten Monozyten gewonnen
wurden, nur 20 bis 40 % unreife Dendritische Zellen. Im Vergleich dazu lieferte die
Isolierung der Monozyten mit Hilfe der magnetischen Zellseparation (sowohl Positiv- als
auch Negativselektion) ca. 80 % unreife Dendritische Zellen. Die Zellen, die mittels
Negativselektion generiert wurden, zeigten dabei die einheitlichste Morphologie. Diese
Isolierungsmethode wurde deshalb für die weiteren Versuche verwendet.
5.3.2 Oberflächenmarker auf unreifen Dendritischen Zellen
Unreife Dendritische Zellen, die über Negativselektion aus Monozyten generiert wurden,
wurden auf ihre Expression verschiedener Oberflächenmarker (CD1a, CD83, MHC-I und -II)
am Tag 6 durchflußzytometrisch untersucht (Abb. 12).
Abb. 12: Expression von Oberflächenmarkern auf unreifen Dendritischen Zellen.
Unreife Dendritische Zellen wurden durchflußzytometrisch auf ihre Expression verschiedener
Oberflächenmarker (CD1a, CD83, MHC-I und -II, schwarze Linie) untersucht. Als Negativkontrolle
diente ein unspezifischer Antikörper (graue Linie). Die Stärke der mittleren Floureszenzintensität (MFI,
logarithmische Skala) und damit die Menge des jeweiligen Proteins auf der Zelloberfläche wurde in
einem Histogramm gegen die relative Zellzahl aufgetragen. Die Ergebnisse eines repräsentativen
Experiments von drei unabhängigen Versuchen sind angegeben.
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Die unreifen Dendritischen Zellen zeigten die zu erwartenden Oberflächenmarker (Sallusto
et al., 1994). CD1a wurde schwach, MHC-I und -II stark exprimiert. CD83, ein
Reifungsmarker, wurde noch nicht exprimiert.
5.4 ZELLTOD IN HSV-1-INFIZIERTEN UNREIFEN DENDRI-
TISCHEN ZELLEN
Die Permissivität der unreifen Dendritischen Zellen für HSV-1 macht diese potenten
antigenpräsentierenden Zellen zu einem potentiellen Ziel für eine Immunevasion durch HSV-
1 in cis. Da in den infizierten Kulturen Zelltod beobachtet wurde (Salio et al., 1999), sollte
untersucht werden, ob HSV-1 die unreifen Dendritischen Zellen nicht nur lysieren, sondern
auch in die Apoptose treiben kann.
5.4.1 Zelltod unreifer Dendritischer Zellen 18 h nach HSV-1-Infektion
Da HSV-1 sehr schnell repliziert (Roizman et al., 1996), wurde der beste Zeitpunkt zur
Untersuchung von Apoptose bestimmt (Abb. 13). Bei einem zu späten Zeitpunkt könnten die
Zellen bereits lysiert sein, so daß der programmierte Zelltod nicht mehr nachzuweisen wäre.
Darüber hinaus sind späte apoptotische Zellen nur noch schlecht von den nekrotischen zu
unterscheiden.
Zum Nachweis des Zelltods nach HSV-1-Infektion wurde die Anlagerung von Annexin V
an die Oberfläche unreifer Dendritischer Zellen durchflußzytometrisch bestimmt. Annexin V
lagert sich an Phosphonoserin an, das früh in der Apoptose von der inneren Seite der
Plasmamembran nach außen verlagert wird (Martin et al., 1995). Exponiert an der Oberfläche
apoptotischer Zelle, kann Phosphatidylserin mittels floureszenzmarkiertem Annexin V
nachgewiesen werden. 12, 18 und 24 h nach Infektion mit HSV-1 (MOI 1), dem hitze-
inaktiviertem Virus (mock) beziehungsweise uninfiziert, wurden die Zellen mit Floureszenz-
markiertem Annexin V inkubiert und anschließend durchflußzytometrisch ausgewertet.
Die Anlagerung von Annexin V an die Oberfläche der infizierten Zellen war nach 12 h
nicht wesentlich stärker als bei den mock-infizierten Zellen. Dies änderte sich allerdings nach
18 h. Nach 24 h war ein deutlicher Unterschied in der Menge an gebundenem Annexin V,
zwischen den mock- sowie uninfizierten und den HSV-1-infizierten unreifen Dendritischen
Ergebnisse Seite 56
Zellen zu erkennen. Dabei wurden ca. 45 % der Zellkultur mit Annexin V markiert. Die




















Abb. 13: Zeitverlauf der Apoptose nach HSV-1-Infektion unreifer Dendritischer Zellen.
Uninfizierte (hellgraue Linie), mock-infizierte (graue Linie) und HSV-1-infizierte (schwarze Linie, grau
gefüllter Graph) unreife Dendritische Zellen wurden nach 24 h mit Annexin V-FITC markiert und
durchflußzytometrisch untersucht. Die Menge an gebundenem Annexin V (logarithmische Skala)
wurde gegen die relative Zellzahl aufgetragen. Der prozentuale Anteil Annexin V-markierter HSV-1-
infizierter Zellen eines repräsentativen Experiments von acht unabhängigen Versuchen ist angegeben
(A). Uninfizierte (uninf, hellgraue Linie), mock- (graue Linie) und HSV-1-infizierte unreife Dendritische
Zellen (schwarze Linie) wurden nach 12, 18 und 24 h auf die Anlagerung von Annexin V an
exponiertes Phosphonoserin apoptotischer Zellen markiert und durchflußzytometrisch bestimmt. Der
prozentuale Anteil der apoptotischen Zellen wurde gegen die Zeit aufgetragen (B).
Als bester Zeitpunkt zur Detektion der Apoptose in infizierten unreifen Dendritischen
Zellen wurde 18 h nach Infektion festgelegt. Es kann davon ausgegangen werden, daß zu
diesem Zeitpunkt der Anteil nekrotischer, lysierter Zellen noch gering ist.
5.4.2 Unterscheidung zwischen Apoptose und Nekrose
Da die Translokation von Phosphatidylserin auch im Rahmen nekrotischer Alterationen
vorkommt, ist es notwendig, zeitgleich mit der Annexin V-Markierung die Integrität der
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Zellmembran zu überprüfen. Bei einer permeablen Zellmembran kann Propidiumiodid (PI)
mit DNA interkalieren. Somit sind Zellen als apoptotisch definiert, wenn sie ein positives
Signal für Annexin V und zugleich ein negatives Signal für PI aufweisen, während
nekrotische Zellen für beide Marker positiv sind (Vermes et al., 1995). Im FACS lassen sich
diese Zellen leicht voneinander unterscheiden (Abb. 14A). Unreife Dendritische Zellen, die
mittels Negativselektion aus Monozyten generiert wurden, wurden mit HSV-1
beziehungsweise dem hitzeinaktivierten Virus für 18 h inkubiert. Anschließend wurden die
Zellen mit Annexin V markiert. Nach einem Waschschritt wurden die Zellen in PI
aufgenommen und gleich darauf durchflußzytometrisch analysiert.
Abb. 14: Unterscheidung zwischen Apoptose und Nekrose nach HSV-1-Infektion unreifer Dendritischer
Zellen.
Mit HSV-1 oder dem hitzeinaktivierten Virus (mock) infizierte unreife Dendritische Zellen wurden nach
18 h auf Apoptose untersucht. Dazu wurden die Zellen erst mit Annexin V und PI markiert. Der
prozentuale Anteil apoptotischer (Annexin V-positive, PI-negative Zellen, Werte im Quadrant unten
rechts) und nekrotischer Zellen (PI-positiv, Werte in den beiden oberen Quadranten) ist angegeben
(A). Zusätzlich wurde Apoptose in den HSV-1-infizierten Zellen mit Hilfe eines TUNEL Tests
nachgewiesen. Apoptotische Zellen konnten über Immunfloureszenz im Mikroskop (40x-Objektiv)
sichtbar gemacht werden (B). Repräsentative Ergebnisse von mindestens 3 unabhängigen Versuchen
sind angegeben.
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Zur weiteren Bestätigung, daß es sich bei dem HSV-1-induzierten Zelltod unreifer
Dendritischer Zellen um Apoptose handelt, wurde ein TUNEL-Test durchgeführt (Abb. 14B).
Das Prinzip des TUNEL Tests beruht auf der im Verlauf der Apoptose induzierten DNA-
Fragmentation. Mittels der Terminalen Desoxynukleotidyl-Transferase werden an diese
Strangbrüche FITC-konjugiertes dUTP angehängt, so daß apoptotische Zellen in der
Immunfloureszenz oder im FACS detektiert werden können. Die mock- oder HSV-1-
infizierten unreifen Dendritische Zellen wurden 18 h nach Infektion mit dUTP markiert und
in der Immunfloureszenz sichtbar gemacht.
Nach Infektion mit HSV-1 zeigte sich mit Hilfe der Annexin V/ PI-Markierung sowohl ein
Anstieg der nekrotischen, als auch der apoptotischen Zellen. Dabei konnten nach Ausschluß
aller PI-positiver Zellen je nach Spender zwischen 20 und 45 % apoptotischer Zellen
nachgewiesen werden. Die Apoptoseinduktion nach HSV-1-Infektion konnte mit Hilfe des
TUNEL-Tests bestätigt werden.
5.4.3 Unterschiedlich starke Ausprägung der Nekrose und Apoptose in
HSV-1-infizierten unreifen Dendritischen Zellen aus
verschiedenen Isolierungsmethoden
Wie bereits erwähnt, können unreife Dendritische Zellen in vitro aus Monozyten generiert
werden, die wiederum mit Hilfe verschiedener Isolierungsmethoden aus Spenderblut
gewonnen werden (Kapitel 5.3.1). Es handelt sich dabei um die Isolierung der Monozyten
mittels Plastikadhärenz (Adh), einer doppelten Ficoll-Dichtegradientenzentrifugation (Fic),
beziehungsweise einer Positiv- (Pos) oder Negativselektion (Neg) mit Hilfe magnetischer
Beads. Durch die verschieden Behandlungsbedingungen ist es möglich, daß die Zellen
unterschiedliches Verhalten hinsichtlich der Infizierbarkeit und Apoptoseinduktion aufweisen.
Deshalb wurden die mit Hilfe verschiedener Isolierungsmethoden aufgereinigten und
generierten unreifen Dendritischen Zellen auf ihren Anteil an Apoptose (Abb. 15A) und
Nekrose (Abb. 15B) nach HSV-1-Infektion untersucht.
Dazu wurden die Zellen 18 h nach Infektion mit dem infektiösen oder hitzeinaktivierten
Virus mit Annexin V markiert und in PI resuspendiert. Apoptotische Zellen weisen ein
positives Signal für Annexin V und zugleich ein negatives Signal für Propidiumiodid auf,
während nekrotische Zellen PI-positiv sind (Vermes et al., 1995). Die Zellen wurden gleich



























Abb. 15: Vergleich der Menge an Nekrose und Apoptose nach HSV-1-Infektion unreifer Dendritischer
Zellen aus verschiedenen Isolierungsmethoden.
Unreife Dendritische Zellen wurden aus Monozyten generiert. Diese wurden über Plastikadhärenz
(Adh), einer doppelten Ficoll-Dichtegradientenzentrifugation (Fic), Positiv- (Pos) oder Negativselektion
(Neg) isoliert und auf ihren Anteil an Apoptose (A) und Nekrose (B) nach HSV-1-Infektion untersucht.
Dazu wurden die Zellen mit hitzeinaktiviertem Virus (mock, weiße Balken) oder HSV-1 (MOI 1,
schwarze Balken) infiziert, nach 18 h mit Annexin V und PI markiert und anschließend
durchflußzytometrisch analysiert. Apoptotische Zellen sind positiv für Annexin V und zugleich PI-
negativ, während nekrotische Zellen PI-positiv sind. Der prozentuale Anteil apoptotischer und
nekrotischer Zellen ist als Mittelwert von drei (Adh), sieben (Fic), acht (Pos) beziehungsweise fünf
(Neg) unabhängigen Versuchen ± Standardabweichung angegeben.
Nach HSV-1-Infektion zeigte sich eine signifikant erhöhte Apoptose in den unreifen
Dendritischen Zellen, die über Plastikadhärenz, der zusätzlichen Ficoll-Dichtegradienten-
zentrifugation sowie Negativselektion mittels magnetischer Beads, isoliert wurden. Im Falle
der positiv selektionierten Zellen mittels magnetischer Beads war in den mock-infizierten
Zellen verstärkt Apoptose zu beobachten. Nach HSV-1-Infektion war in den Zellen aber keine
wesentliche Steigerung der Apoptose festzustellen. Sowohl in den über Plastikadhärenz, als
auch über die zusätzliche Ficoll-Dichtegradientenzentrifugation isolierten Zellen, zeigte sich
bereits nach mock-Infektion stärkere Nekrose (etwa 30 %) als in den über magnetische Beads
generierten Zellen. Insgesamt war auch hier in allen, außer in den über Positivselektion
generierten Zellen, eine signifikant erhöhte Nekrose nach HSV-1-Infektion zu erkennen.
In früheren Versuchen konnte gezeigt werden, daß unreife Dendritische Zellen, die mittels
magnetischer Beads aufgereinigt wurden, von den verschiedenen Isolierungsmethoden die
einheitlichste Morphologie und größte Reinheit aufwiesen (Kapitel 5.3.1). Durch die besonders
gute Nachweisbarkeit der Apoptose in den über Negativselektion isolierten Zellen, konnte die
Verwendung dieser Isolierungsmethode für die nachfolgenden Versuche bestätigt werden.
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5.5 VIRALE GENEXPRESSION IN HSV-1-INFIZIERTEN
UNREIFEN DENDRITISCHEN ZELLEN
Ein Zusammenhang der Apoptoseinduktion mit der Infektion der unreifen Dendritischen
Zellen mußte weiter verifiziert werden.
5.5.1 Nachweis eines viralen Glykoproteins auf der Zelloberfläche 12 h
nach Infektion
Analog zu den Versuchen, zu welchem Zeitpunkt Zelltod in unreifen Dendritischen Zellen
auftritt (Kapitel 5.4.1), wurde die Infektion der Zellen über die Expression viraler
Oberflächenmoleküle bestimmt.
Dazu wurden die Zellen 12, 18 und 24 h nach Infektion mit HSV-1, dem hitzeinaktivierten
Virus, beziehungsweise uninfiziert auf die Expression des viralen Glykoprotein D (gD) als

















Abb. 16: Zeitverlauf der viralen Genexpression nach HSV-1-Infektion unreifer Dendritischer Zellen.
Uninfizierte (uninf, helle Linie), mock- (graue Linie) und HSV-1-infizierte unreife Dendritische Zellen
(schwarze Linie) wurden nach 12, 18 und 24 h mit einem Antikörper gegen virales Glykoprotein D
markiert und über FACS detektiert. Der prozentuale Anteil der infizierten Zellen ist gegen die Zeit
aufgetragen.
Bereits nach 12 h exprimierten die HSV-1-infizierten unreifen Dendritischen Zellen virales
gD auf ihrer Oberfläche. Die Stärke der Expression nahm mit der Zeit zu. Uninfizierte und
mock-infizierte Zellen exprimierten wie erwartet kein gD auf ihrer Oberfläche.
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5.5.2 Morphologieänderung der unreifen Dendritischen Zellen nach
HSV-1-Infektion
Die Infektion der unreifen Dendritischen Zellen mit HSV-1 führt zu deren
Reifungshemmung und Funktionsverlust (Salio et al., 1999). Diese dramatischen
Auswirkungen können sich in einer veränderten Morphologie niederschlagen.
Um die Auswirkungen der HSV-1-Infektion auf die unreifen Dendritischen Zellen zu
untersuchen, wurde 18 h nach Inkubation mit dem infektiösen oder hitzinaktivierten Virus die
Morphologie der Zellen (Abb. 17A) sowie die gD-Expression auf ihrer Zelloberfläche
untersucht (Abb. 17B).
Abb. 17: Änderung der Morphologie und viralen Genexpression nach HSV-1-Infektion unreifer
Dendritischer Zellen.
18 h nach Infektion mit HSV-1 beziehungsweise dem hitzeinaktivierten Virus (mock) wurden unreife
Dendritische Zellen auf ihre Morphologie und virale Proteinexpression durchflußzytometrisch
untersucht. Die Morphologie der Zellen ist als Größe gegen Granularität dargestellt (A). Die gD-
Expression auf der Oberfläche infizierter (schwarze Linie) und mock-infizierter Zellen (graue Linie)
wurde mit Hilfe eines spezifischen Antikörpers bestimmt. Die Menge an gD auf der Oberfläche
(logarithmische Skala) ist gegen die relative Zellzahl aufgetragen. Der prozentuale Anteil gD-positiver,
HSV-1-infizierter Zellen ist angegeben (B). Es sind jeweils die Ergebnisse eines repräsentativen
Experiments von acht unabhängigen Versuchen angegeben.
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Nach Infektion der unreifen Dendritischen Zellen mit HSV-1 änderte sich die
Morphologie der Zellen. Zum einen kam es zu einem erhöhten Anteil toter Zellen, die durch
geringere Größe und Granularität gekennzeichnet waren, zum anderen erhöhte sich die
Granularität der noch lebenden Zellen nach Infektion. Darüber hinaus exprimierten etwa 80 %
der noch lebenden Zellen virales gD auf ihrer Oberfläche.
5.5.3 Zusammenhang zwischen HSV-1-Infektion und Apoptose
Um nachzuweisen, daß es sich bei den mit Annexin V markierten unreifen Dendritischen
Zellen um infizierte Zellen handelt, wurde eine Doppelfärbung angeschlossen (Abb. 18).
Dazu wurden die Zellen mit HSV-1 beziehungsweise dem hitzeinaktivierten Virus
inkubiert und anschließend mit Annexin V und einem spezifischen Antikörper gegen virales
gD markiert. Als Negativkontrolle dienten unbehandelte Zellen, die in gleichem Maße
markiert wurden. Die Auswertung der Zellen erfolgte im FACS.
Abb. 18: Doppelfärbung zum Nachweis der Apoptose in infizierten unreifen Dendritischen Zellen.
Uninfizierte, mock-infizierte und HSV-1-infizierte unreife Dendritische Zellen wurden mit Annexin V
und einem Antikörper gegen gD markiert und durchflußzytometrisch untersucht. Die Menge an
gebundenem Annexin V ist gegen die Menge an viralem gD auf der Oberfläche aufgetragen. Der
prozentuale Anteil der einfach-gD-positiven beziehungsweise der Annexin V- und gD-positiven Zellen
ist angegeben.
Etwa 40 % und damit die Mehrheit der Annexin V-positiven Zellen exprimierten virales
gD auf ihrer Oberfläche. Die uninfizierten und mock-infizierten Dendritischen Zellen zeigten
keinen Unterschied hinsichtlich ihrer gD-Expression und Menge an gebundenem Annexin V.
5.5.4 Unabhängigkeit des HSV-1-induzierten Zelltods von einer viralen
DNA-Replikation
Zur Untersuchung, ob eine produktive Infektion für die Apoptoseinduktion von HSV-1 in
unreifen Dendritischen Zellen notwendig ist, wurden die Zellen nach Zugabe des infektiösen
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oder hitzeinaktivierten Virus in Anwesenheit von 1 µM Acyclovir für 18 h inkubiert (Abb. 19).
Acyclovir ist ein Guanidinanalogon. Es wird von der viralen Thymidinkinase phosphoryliert,
so daß es von zellulären Kinasen in ein Triphosphat umgewandelt werden kann. Schließlich
dient es als Substrat für die zelluläre DNA-Polymerase. Wird dieses Nukleotid während der
viralen DNA-Replikation eingebaut, kommt es zum Kettenabbruch. Die virale Replikation
stoppt vor der Expression sehr später Gene und das Virus kann somit keine
Nachkommenviren produzieren. 
Zur Detektion des Zelltods in mock- oder HSV-1-infizierten unreifen Dendritischen Zellen
wurde der Anteil apoptotischer Zellen mittels Markierung mit Annexin V bei gleichzeitigem
Ausschluß PI-positiver Zellen bestimmt, während die Menge der nekrotischen Zellen über
interkalierendes PI ermittelt wurde. Die Wirksamkeit von Acyclovir wurde durch Titration



















Abb. 19: Unabhängigkeit des HSV-1-induzierten Zelltods unreifer Dendritischer Zellen von einer viralen
DNA-Replikation.
Mock-infizierte und HSV-1-infizierte unreife Dendritische Zellen wurden nach Infektion für 18 h
unbehandelt (-) oder in Anwesenheit von 1 µM Acyclovir (ACV, +) inkubiert. Der prozentuale Anteil
nekrotischer (weiße Balken) und apoptischer Zellen (schwarze Balken) wurde mittels Markierung der
Zellen mit Annexin V und PI bestimmt. Die Werte ergaben sich aus dem Mittelwert von drei
unabhängigen Experimenten ± Standardabweichung.
Die Menge der apoptotischen und nekrotischen Zellen nach Infektion war in
unbehandelten und Acyclovir-behandelten Zellen in gleichem Umfang erhöht. Es zeigte sich
keine Änderung zwischen den unterschiedlich behandelten Zellen.
Die Ergebnisse zeigen, daß HSV-1 unabhängig von einer produktiven Infektion
beziehungsweise der Expression sehr später viraler Gene Zelltod in unreifen Dendritischen
Zellen einleiten kann.
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5.6 AKTIVIERUNG DER CASPASE-8 NACH HSV-1-INFEKTION
UNREIFER DENDRITISCHER ZELLEN
Caspasen stellen wichtige Proteine bei der Einleitung und Durchführung der Apoptose dar
(Krammer, 1999). Es lag deshalb nahe, ihre Beteiligung bei der HSV-1-induzierten Apoptose






























Abb. 20: Untersuchung der Beteiligung von Caspasen an der Apoptoseinduktion von HSV-1 in unreifen
Dendritischen Zellen.
Mock-infizierte (weiße Balken) und HSV-1-infizierte (schwarze Balken) unreife Dendritische Zellen
wurden für 18 h in Anwesenheit von Ac-IETD-CHO (25 µM), einem Caspase-6- und -8-Inhibitor,
zVAD-FMK (50 µM), einem Breitspektrum Caspase-Inhibitor und zDEVD-FMK (50 µM), einem
Inhibitor, der Caspase-3-ähnliche Caspasen hemmt, inkubiert. Als Negativkontrolle dienten
unbehandelte Zellen (unb). Die Zellen wurden anschließend mit Annexin V markiert und
durchflußzytometrisch ausgewertet. PI-positive Zellen wurden ausgeschlossen. Der prozentuale Anteil
apoptotischer Zellen (Mittelwert ± Standardabweichung) von drei unabhängigen Experimenten ist
angegeben (A). Die Menge von Procaspase-3 und -8 im Zytoplasma wurde mit Hilfe eines Western
Blots untersucht. β-Aktin diente als Kontrolle für einen gleichmäßigen Probenauftrag. Die Ergebnisse
eines repräsentativen Experimentes von drei unabhängigen Versuchen sind angegeben (B). Zur
Untersuchtung der Spaltaktivität der Caspase-8 wurden mock- beziehungsweise HSV-1-infizierte
unreife Dendritische Zellen nach 18 h lysiert. Die Aktivität der Caspase-8 wurde über die Abspaltung
des Farbstoffes pNA von dem Substrat IETD spektrometrisch bestimmt. Als Negativkontrolle dienten
HSV-1-infizierte Zellen, die in Anwesenheit von Ac-IETD-CHO (25 µM), einem Caspase-6- und -8-
Inhibitor, inkubiert wurden. Die OD405 nm (nach Abzug des Hintergrundes) ist als Mittelwert ±
Standardabweichung von drei unabhängigen Experimenten angegeben (C).
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Mock- oder HSV-1-infizierte unreife Dendritische Zellen wurden in Anwesenheit
verschiedener Caspaseinhibitoren für 18 h inkubiert. Ac-IETD-CHO und zDEVD-FMK sind
spezifische Inhibitoren für Caspase-6 und -8, beziehungsweise für Caspase-3-ähnliche
Caspasen. zVAD-FMK hemmt dagegen unspezifisch ein breites Spektrum an Caspasen.
Anschließend wurden die Zellen auf Apoptose mittels Annexin V (mit Ausschluß PI-positiver
Zellen) im FACS untersucht (Abb. 20A). Darüber hinaus wurden Lysate von mock- oder HSV-
1-infizierten unreifen Dendritischen Zellen auf ihren Gehalt an Procaspase-3 und -8 im
Western Blot untersucht. Eine Verminderung dieser zytoplasmatischen Proteine würde auf
deren Spaltung und damit Aktivierung hindeuten. Caspase-3 hat in vielen Apoptosewegen
eine ausführende Wirkung am unteren Ende der Signalkaskade, wohingegen Caspase-8 durch
seine Beteiligung im DISC eine einleitende Rolle spielt (Abb. 20B). Um die Aktivierung der
Caspase-8 nach HSV-1-Infektion unreifer Dendritischer Zellen weiter zu bestätigen, wurde
ein Test eingesetzt, bei dem die Spaltaktivität der Caspase untersucht wurde. Mock- oder
HSV-1-infizierte Zellen wurden nach 18 h Infektion lysiert. Das Lysat wurde anschließend
auf die Fähigkeit, das spezifische Subtrat IETD zu spalten, untersucht. Bei Aktivierung wurde
ein Farbstoff freigesetzt, der spektrometrisch nachgewiesen werden konnte. Als
Negativkontrolle dienten HSV-1-infizierte Zellen, die in Anwesenheit des Caspase-8-
Inhibitor Ac-IETD-CHO (25 µM) inkubiert wurden. Der unspezifische Hintergrund wurde
mit HSV-1-infizierten Zellen ohne Zugabe des Subtrates bestimmt (Abb. 20C).
In Anwesenheit der Caspase-Inhibitoren Ac-IETD-CHO und zVAD-FMK zeigte sich eine
verringerte Menge apoptotischer Zellen nach Infektion. Eine Inkubation der Zellen mit
zDEVD-FMK führte zu keiner wesentlichen Änderung des Anteils apoptotischer Zellen.
Interessanterweise induzierte nur zVAD-FMK Apoptose in mock-infizierten Zellen. Im
Western Blot ließ sich keine Veränderung der zytoplasmatischen Menge an Procaspase-3
erkennen. Die Menge an Procaspase-8 nahm nach HSV-1-Infektion jedoch ab. Darüber
hinaus konnte nach HSV-1-Infektion eine Erhöhung der Spaltaktivität der Caspase-8 in
unreifen Dendritischen Zellen detektiert werden. Die Spezifität dieser Spaltung konnte mit
Hilfe des Inhibitors Ac-IETD-CHO bestätigt werden.
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5.7 BETEILIGUNG VON TODESLIGANDEN AN DER HSV-1-
INDUZIERTEN APOPTOSE UNREIFER DENDRITISCHER
ZELLEN
Todesliganden und ihre Rezeptoren sind in der Lage, extrinsisch Apoptose über Caspasen
auszulösen (Kruidering et al., 2000). Procaspase 8 wird dabei über die Bindung an das zuvor
in den DISC rekrutierte FADD zur aktiven Caspase-8 gespalten (Abb. 3). Da eine Beteiligung
der Caspase-8 an der HSV-1-induzierten Apoptose unreifer Dendritischer Zellen
nachgewiesen werden konnte, wurde ein Zusammenhang zwischen der viral induzierten
Apoptose und den Todesliganden überprüft.
5.7.1 Expression von Todesliganden auf unreifen Dendritischen Zellen
Zuerst wurde die Expression der Todesliganden in unreifen Dendritischen Zellen auf
Protein- und mRNA-Ebene untersucht (Abb. 21).
Dazu wurden unreife Dendritische Zellen für 18 h mit dem infektiösen beziehungsweise
hitzeinaktivierten Virus inkubiert. Anschließend wurden die Zellen auf die Expression von
membranständigem TNFα, TRAIL und CD95L durchflußzytometrisch getestet (Abb. 21A).
Alternativ dazu wurden die Zellen lysiert und von ihrer Kernfraktion getrennt. Die
zytoplasmatischen Proteine wurden über SDS-PAGE und Western Blot auf ihren Gehalt an
TNFα, TRAIL und CD95L analysiert (Abb. 21B). Darüber hinaus erfolgte die Bestimmung der
mRNA-Expression in kompletten Zellysaten mittels quantitativer Real Time-PCR (Abb. 21C).
Im FACS war keine verstärkte Expression der Todesliganden auf der Oberfläche infizierter
Dendritischer Zellen detektierbar. Auf Western Blot-Ebene zeigte sich jedoch eine deutliche
Zunahme von zytoplasmatischem TRAIL. Die Menge an TNFα und CD95L im Zytoplasma
blieb allerdings unverändert. Auf mRNA Ebene nahm sowohl TRAIL als auch TNFα zu. Die























Abb. 21: Expression von Todesliganden auf HSV-1-infizierten unreifen Dendritische Zellen.
Die Expression der Todesliganden auf der Zelloberfläche mock- (graue Linie) oder HSV-1-infizierter
unreifer Dendritischer Zellen (schwarze Linie) wurde durchflußzytometrisch untersucht. Die Stärke der
mittleren Floureszenzintensität (MFI, logarithmische Skala) wurde in einem Histogramm gegen die
relative Zellzahl aufgetragen (A). Die Menge der Todesliganden im Zytoplasma wurde mittels Western
Blot untersucht. β-Aktin diente als Kontrolle für einen gleichmäßigen Probenauftrag. Die Ergebnisse
eines repräsentativen Experimentes von mindestens drei unabhängigen Versuchen sind angegeben
(B). Die relative Transkriptzahl der Todesliganden wurde mit Hilfe der quantitativen Real Time-PCR
bestimmt. Die Ergebnisse der mock-infizierten (weiße Balken) und HSV-1-infizierten (schwarze
Balken) unreifen Dendritischen Zellen sind als Mittelwert von drei unabhängigen Experimenten ±
Standardabweichung angegeben (C).
5.7.2 Hemmung der HSV-1-induzierten Apoptose unreifer Dendri-
tischer Zellen durch Blockierung von Todesliganden
Um den Einfluß der Todesliganden an der HSV-1-induzierten Apoptose unreifer
Dendritischer Zellen weiter zu untersuchen, wurden diese durch rekombinante Proteine
blockiert (Abb. 22). Dazu wurden die Zellen für 18 h in Anwesenheit des infektiösen oder
hitzeinaktivierten Virus mit einem chimären Rezeptor gegen TNFα, TRAIL oder CD95L
inkubiert und anschließend auf Apoptose mittels Annexin V Färbung (mit Ausschluß PI-































Abb. 22: Spenderabhängige Blockierung der HSV-1-induzierten Apoptose unreifer Dendritischer Zellen
durch Todesliganden.
Mock- (weiße Balken) und HSV-1-infizierte (schwarze Balken) unreife Dendritische Zellen wurden für
18 h in Anwesenheit von chimären Proteinen, bestehend aus dem Rezeptorteil von TNF-R2, TRAIL-
R2 oder CD95 sowie einem Fc-Fragment, inkubiert. Die Zellen wurden anschließend mit Annexin V
markiert und durchflußzytometrisch analysiert. PI-positive Zellen wurden dabei ausgeschlossen. Die
Ergebnisse von zwei unabhängigen Experimenten mit Zellen verschiedener Spender sind aufgeführt.
Es zeigte sich, daß alle drei Todesliganden, vor allem TNFα und TRAIL, an der HSV-1-
abhängigen Apoptoseinduktion in unreifen Dendritischen Zellen beteiligt waren. Die
Hemmung der Todesliganden führte aber je nach Zellpopulation, die von verschiedenen
Spendern gewonnen wurde, zu eine unterschiedlich starken Verminderung der HSV-1-
induzierten Apoptose. So wurde bei einem Spender Apoptose am stärksten durch Blockierung
von TNFα gehemmt (Abb. 22 Spender 1). In einem anderen Fall trugen alle drei Todesliganden,
vor allem aber TRAIL und CD95L, zur Apoptoseinduktion von HSV-1 in unreifen
Dendritischen Zellen bei (Abb. 22 Spender 2).
5.7.3 Keine zusätzliche Steigerung der HSV-1-induzierten Apoptose
unreifer Dendritischer Zellen durch Zugabe von Todesliganden
Da ein Blockieren der Todesliganden zu einer Verminderung der HSV-1-induzierten
Apoptose unreifer Dendritischer Zellen führte, wurde umgekehrt kontrolliert, ob die Zugabe
von verschiedenen Liganden zu einer weiteren Erhöhung der Apoptose führen würde (Abb.
23).
Mock- oder HSV-1-infizierte unreife Dendritische Zellen wurden dafür 18 h mit zusätzlich
exogen hinzugefügtem TNFα beziehungsweise CD95L inkubiert. Die Zellen wurden


















Abb. 23: Keine zusätzliche Steigerung der HSV-1-induzierten Apoptose unreifer Dendritischer Zellen
durch Zugabe von Todesliganden.
Mock-infizierte (weiße Balken) oder HSV-1-infizierte (schwarze Balken) unreife Dendritische Zellen
wurden für 18 h mit zusätzlich exogen hinzugefügtem TNFα oder CD95L inkubiert. Als
Negativkontrolle wurden unbehandelte Zellen (unb) verwendet. Die Zellen wurden anschließend mit
Annexin V markiert und durchflußzytometrisch analysiert. PI-positive Zellen wurden ausgeschlossen.
Der prozentuale Anteil apoptotischer Zellen ist als Mittelwert ± Standardabweichung von drei
unabhängigen Experimenten angegeben.
Die Inkubation der Zellen mit TNFα oder CD95L führte zu keiner weiteren Apoptose,
weder in mock-, noch HSV-1-infizierten Zellen.
5.8 VERÄNDERTE EXPRESSION VON C-FLIPL- UND P53 IN
HSV-1-INFIZIERTEN UNREIFEN DENDRITISCHEN ZELLEN
Unreife Dendritische Zellen sind resistent gegen Apoptose-induzierte Effekte durch
Todesliganden (Ashany et al., 1999). Die Beteiligung der Caspase-8 und die Hemmung der
Apoptose durch die Blockierung der Todesliganden sprechen jedoch für eine extrazellulär
vermittelte Apoptoseinduktion in HSV-1-infizierten unreifen Dendritischen Zellen. Damit
diese Zellen auf ein Todessignal reagieren können, muß das Virus den Block im Apoptose-
weg aufheben. Zur Aufklärung der intrazellulären Veränderungen wurden Moleküle, die an
der Apoptoseregulation beteiligt sind, untersucht (Abb. 24).
Die Zellen wurden 18 h nach Infektion mit dem hitzeinaktivierten oder infektiösen Virus
lysiert und von der Kernfraktion getrennt. Die zytoplasmatische Fraktion wurde dann im
Western Blot auf die Expression an c-FLIPL, p53, Bcl-2, RIP und FADD untersucht.
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Abb. 24: Expression verschiedener Apoptose-regulierender Proteine in unreifen Dendritischen Zellen.
Mock- oder HSV-1-infizierte unreife Dendritische Zellen wurden 18 h nach Infektion lysiert, von der
Kernfraktion getrennt und im Western Blot auf Apoptose-regulierende Proteine untersucht. β-Aktin
diente als Kontrolle für einen gleichmäßigen Probenauftrag. Ein repräsentatives Ergebnis von drei
unabhängigen Versuchen ist gezeigt.
Die meisten Proteine (Bcl-2, RIP, FADD) lagen nach Infektion unverändert vor. Die
Transkription von Bax und Bcl-XL war in unreifen Dendritischen Zellen nach HSV-1-
Infektion ebenfalls unverändert (Daten nicht aufgeführt). Allerdings zeigte sich eine
Änderung der Expression von c-FLIPL und p53 nach HSV-1-Infektion. Die zytoplasmatische
Menge an c-FLIPL wurde nach Infektion vermindert, wohingegen p53 nach Infektion
vermehrt vorlag. 
5.9 AUSSCHLUß DER TRANSKRIPTIONSAKTIVITÄT VON P53 IN
HSV-1-INFIZIERTEN UNREIFEN DENDRITISCHEN ZELLEN
Das Tumorsuppressorprotein p53 wird nach Zellstreß oder DNA-Schäden aktiviert. Es
wandert daraufhin vom Zytoplasma in den Zellkern um dort seine proapoptotische Aktivität
beziehungsweise einen Zellzyklusarrest über seine Funktion als Transkriptionsfaktor
einzuleiten. Die mittels p53 transkribierten Gene sind wiederum selbst an der Regulation der
Apoptose beteiligt (Shaulsky et al., 1991). Das vermehrt exprimierte p53 in HSV-1-infizierten
unreifen Dendritischen Zellen könnte somit in den Zellkern transloziert werden und dort die
Transkription weiterer proapoptotischer Gene einleiten. Um die Beteiligung von p53 an der
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HSV-1-induzierten Apoptose unreifer Dendritischer Zellen zu klären, wurde mittels Immun-
floureszenz dessen Verteilung in der Zelle untersucht (Abb. 25).
Dazu wurden unreife Dendritische Zellen für 18 h mit dem infektiösen beziehungsweise
hitzeinaktivierten Virus inkubiert. Als Positivkontrolle dienten unreife Dendritische Zellen,
die parallel für 18 h mit serumfreiem Medium inkubiert wurden. Die Verteilung von p53
wurde mit Hilfe eines spezifischen Antikörpers in der Immunfloureszenz festgestellt.
Abb. 25: Immunfloureszenz zum Nachweis der Lokalisation von p53 in HSV-1-infizierten unreifen
Dendritischen Zellen.
Mock- oder HSV-1-infizierte unreife Dendritische Zellen wurden 18 h nach Infektion auf ihre
Lokalisation von p53 mittels Immunfloureszenz im Mikroskop (60x-Objektiv) untersucht. Als
Positivkontrolle dienten Zellen unter Serumentzug. Die Ergebnisse eines repräsentativen
Experimentes von drei unabhängigen Versuchen ist aufgeführt.
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Die Positivkontrolle zeigte neben einer starken Abnahme der Zellzahl eine Anhäufung von
p53 im Zellkern. Dagegen war p53 im Zytoplasma kaum noch detektierbar. Mock-infizierte
Zellen zeigten nur eine leichte zytoplasmatische Färbung. Die Zellkerne ließen sich dadurch
kaum erkennen. In HSV-1-infizierten unreifen Dendritischen Zellen änderte sich dieses Bild
kaum. Die zytoplasmatische Färbung war jedoch etwas verstärkt, so daß die p53-freien
Zellkerne deutlich sichtbar wurden.
Eine Translokation von p53 in den Zellkern nach HSV-1-Infektion unreifer Dendritischer
Zellen und eine damit verbundene Transkriptionsaktivität konnte somit ausgeschlossen
werden.
5.10 HERUNTERREGULATION VON C-FLIPL NACH HSV-1-
INFEKTION UNREIFER DENDRITISCHER ZELLEN
Das antiapoptotische Protein c-FLIPL kann durch seine Interaktion mit DISC die
Aktivierung der Procaspase-8 kompetitiv hemmen (Irmler et al., 1997). Eine spezifische
Herunterregulation nach HSV-1-Infektion in unreifen Dendritischen Zellen würde
dementsprechend Apoptose in diesen Zellen begünstigen.
5.10.1 Detaillierte Untersuchung der c-FLIPL-Expression nach HSV-1-
Infektion unreifer Dendritischer Zellen
Der Mechanismus der Herunterregulation von c-FLIPL nach HSV-1-Infektion unreifer
Dendritischer Zellen sollte detaillierter betrachtet werden. Dazu wurde untersucht, ob die
virale Replikation für die Herunterregulation von c-FLIPL notwendig ist und ob LPS, ein
starker Reifungsstimulus und Induktor von c-FLIPL, dessen Herunterregulation verhindern
kann (Abb. 26).
Dazu wurden unreife Dendritische Zellen nach Infektion mit HSV-1 beziehungsweise dem
hitzeinaktivierten Virus in Anwesenheit von Acyclovir (10 µM) oder LPS (1 µg/ ml)
inkubiert. Als Negativkontrolle dienten unbehandelte Zellen. Cycloheximid (0.1 µg/ ml)
wurde verwendet, um die Expression von c-FLIPL zu hemmen (Positivkontrolle zur
Herunterregulation von c-FLIPL). Anschließend wurden die Zellen lysiert und die
zytoplasmatische Fraktion im Western Blot auf c-FLIPL untersucht (Abb. 26A). Die
Expressionsstärke von c-FLIPL wurde mittels eines optischen Bildauswerteprogramms
bestimmt (Abb. 26B). Weiterhin wurde mit Hilfe einer quantitativen Real Time-PCR
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untersucht, ob die Herunterregulation von c-FLIPL in unreifen Dendritischen Zellen auf



































Abb. 26: Veränderung der c-FLIPL Expression nach HSV-1-Infektion unreifer Dendritischer Zellen.
Unreife Dendritische Zellen wurden nach Infektion mit HSV-1 (MOI 1) oder dem hitzeinaktivierten
Virus (mock) mit Cycloheximid (CHX, 0.1 µg/ ml), LPS (1 µg/ ml) oder Acyclovir (ACV, 10 µM)
behandelt und für 18 h inkubiert. Als Kotrolle dienten unbehandelte Zellen (unb.). Anschließend
wurden die Zellen lysiert und die zytoplasmatische Fraktion im Western Blot auf die Expression von c-
FLIPL und β-Aktin als Kontrolle für einen gleichmäßigen Probenauftrag untersucht (A). Die Expression
von c-FLIPL wurde mittels eines optischen Bildauswerteprogramms von drei unabhängigen
Experimenten analysiert und als Mittelwert ± Standardabweichung aufgetragen. Dabei wurde die
Höhe der c-FLIPL-Expression in mock-infizierten Zellen als 100 % festgelegt (B). Mock-infizierte
(weiße Balken) und HSV-1-infizierte (schwarze Balken) unreife Dendritische Zellen wurden auf ihre
relative Transkriptzahl von c-FLIPL untersucht. Die Ergebnisse sind als Mittelwert von drei
unabhängigen Experimenten ± Standardabweichung angegeben (C).
Im Western Blot zeigte sich nach HSV-1-Infektion unreifer Dendritischer Zellen über
50 % Reduktion der Menge an c-FLIPL. Diese Herunterregulation konnte auch durch die
Zugabe von Acyclovir oder LPS nicht gehemmt werden. Dabei bewirkte LPS einen starken
Anstieg von c-FLIPL in mock-infizierten unreifen Dendritischen Zellen. Die gleichzeitige
Inkubation der mock-infizierten Zellen mit Acyclovir führte zu keiner Änderung der c-FLIPL-
Expression. Dagegen ließ sich mit Hilfe der Real Time-PCR ein Anstieg der Transkriptmenge
von c-FLIPL nach HSV-1-Infektion nachweisen. Diese Beobachtung deutet darauf hin, daß
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HSV-1 die Herunterregulation von c-FLIPL auf posttranskriptioneller Ebene, unabhängig von
der Expression der späten viralen Gene, verursacht.
5.10.2 Spezifität der HSV-1-induzierten c-FLIPL-Herunterregulation für
unreife Dendritische Zellen
Neben den unreifen Dendritischen Zellen können auch andere wichtige immunkompetente
Zellen (z.B. T-Zellen, Makrophagen und reife Dendritische Zellen) mit HSV-1 infiziert
werden. Es wurde deshalb untersucht, ob die HSV-1-induzierte Herunterregulation von c-
FLIPL ein gemeinsames Phänomen verschiedener Zellen des Immunsystems ist (Abb. 27).
Dazu wurden reife Dendritische Zellen (mDC) verwendet, die aus unreifen Dendritischen
Zellen durch weitere 2 d Inkubation mit LPS ausdifferenziert wurden. Außerdem wurde die
Monozytenzellinie U937, sowie mittels CD3-Positivselektion isolierte und mit PHA
(4 µg/ ml) für 3 d aktivierte T-Zellen eingesetzt. Die T-Zellen wurden als zusätzliche
Kontrolle mit oder ohne IL-2 (2,5 u/ ml) inkubiert. Diese Zellen wurden ebenso wie die
unreifen Dendritischen Zellen für 18 h mit dem hitzeinaktivierten oder infektiösen Virus
inkubiert. Anschließend wurden die Zellen lysiert und ihre zytoplasmatische Fraktion im
Western Blot auf die Expression von c-FLIPL untersucht. 
Abb. 27: Vergleich der c-FLIPL Expression in verschiedenen immunkompetenten Zellen.
Reife Dendritische Zellen (mDC), U937-Zellen und für 3 d mit PHA aktivierte T-Zellen, jeweils mit und
ohne IL-2 (2,5 u/ ml) wurden für 18 h mit dem hitzeinaktivierten (mock) oder infektiösen Virus (HSV-1)
inkubiert, anschließend lysiert und ihre zytoplasmatische Fraktion im Western Blot auf die Expression
von c-FLIPL untersucht. β-Aktin diente als Kontrolle für einen gleichmäßigen Probenauftrag. Ein
repräsentatives Ergebnis von drei unabhängigen Versuchen ist gezeigt.
Weder die reifen Dendritischen Zellen, die humane Monozytenzellinie U937, noch die
aktivierten T-Zellen zeigten eine Herunterregulation der c-FLIPL-Expression nach HSV-1-
Infektion. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, daß die Mechanismen, die der HSV-1-
induzierten Herunterregulation von c-FLIPL zugrunde liegen, zelltypspezifisch sind.
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6 DISKUSSION
Herpesviren haben durch die Koevolution mit ihrem Wirt vielfältige Mechanismen
entwickelt, um einer Immunantwort zu entgehen. Das markanteste Beispiel stellt dabei ihre
Fähigkeit dar, nach der Erstinfektion latent im infizierten Organismus zu verbleiben. In
diesem Zustand ist die Produktion von infektiösen Partikeln unterbunden und die infizierten
Zellen überleben (Fraser et al., 1991). Ein weiterer gut untersuchter Immunevasions-
mechanismus von Herpesviren ist die Herunterregulation von MHC-I-Komplexen auf der
Oberfläche infizierter Zellen (Hill et al., 1995). Da Natürliche Killerzellen jedoch Zellen
erkennen, die eine verminderte MHC-I-Dichte aufweisen, setzen Herpesviren Proteine ein, die
eine unveränderte MHC-Expression vortäuschen (Lorenzo et al., 2001). Verschiedene Studien
weisen außerdem darauf hin, daß HSV-1 je nach Wirtszelle und Infektionsstadium Apoptose
einleiten oder auch hemmen kann (Galvan et al., 1998). Letztendlich haben Herpes- und auch
andere Viren Mechanismen entwickelt, um direkt gegen Zellen des Immunsystems
vorzugehen. So stimuliert HSV-1 in antiviralen, infizierten T-Zellen die Expression von
CD95L, was zu deren Fratrizid führt (Raftery et al., 1999).
Im Rahmen dieser Arbeit wurden weitere Mechanismen von HSV-1 untersucht, Zellen des
Immunsystems in ihrer Funktion zu verändern.
6.1 FEHLENDE IMMUNMODULATORISCHE WIRKUNG VON
VP22 AUF LYMPHOZYTEN
Ein erster Ansatzpunkt zur Untersuchung von viralen Mechanismen, welche die
Immunantwort des Wirtes schwächen, war das virale Tegumentprotein VP22. Das Gen UL49,
welches für VP22 in HSV-1 kodiert, ist hoch konserviert in Alphaherpesviren (Ren et al.,
2001). Für VP22 von HSV-1 wurde berichtet, daß es von der Wirtszelle in benachbarte
uninfizierte Zellen transportiert werden könnte. Da dieser Transport unter Beteiligung des
Zytoskelettes abläuft (Elliott et al., 1997), welches eine große Rolle in der T-Zell-Aktivierung
und auch deren Effektorfunktion hat (Samstag et al., 2003), könnte VP22 einen
immunmodulatorischen Effekt auf T-Zellen haben.
6.1.1 Expression von VP22
Um die Wirkung des viralen Tegumentproteins auf T-Zellen zu untersuchen, mußte VP22
rekombinant exprimiert werden. Dazu wurde das Protein mittels transienter Transfektion
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exprimiert, um ein wirtsähnliches, eukaryotisches Umfeld in den Prolioferationstests zu
erzeugen. Die Affen-Nieren-Zellinie Vero E6 zeigte dabei eine hohe Transfektionseffizienz
bei verschiedenen Behandlungen mit Lipofectin. In den nachfolgenden Proliferationstests
wurden deshalb transient transfizierte Vero E6-Zellen zur Bereitstellung des viralen Proteines
eingesetzt. Die verwendete Maus-Mastozytomzellinie P815 zeigte keinerlei
Transfektionseffizienz. Weder mit Lipofectin, noch mit CaPO4 exprimierten die Zellen
transient das inserierte Protein. Ähnliche Schwierigkeiten, mit dieser Zellinie eine
ausreichende Transfektionsrate zu erzielen, wurden bereits in anderen Veröffentlichungen
deutlich (Van Pel et al., 1985). Darüber hinaus wurde berichtet, daß VP22 bei Anlagerung an
das Zytoskelett transfizierter Zellen zu deren Wachstumshemmung führen kann (Elliott et al.,
1998). Da P815 eine sehr hohe Wachstumsrate hat, könnte diese Hemmung in ihnen mehr
zum Tragen kommen, als in Vero E6-Zellen, die sich langsamer teilen. Die in ihrer Teilung
gehemmten VP22-exprimierenden P815-Zellen könnten schnell von den untransfizierten
Zellen in der Kultur überwuchert werden.
VP22 wurde außerdem rekombinant in E.coli exprimiert. Die Expression des trunkierten
Proteins in E.coli wurde schon beschrieben und für erfolgreiche Translokationsversuche
verwendet (Kueltzo et al., 2000).
6.1.2 Unveränderte Proliferation von Lymphozyten in Anwesenheit von
VP22
In den anschließenden Proliferationstests ließ sich kein verändertes Wachstumsverhalten
der Lymphozyten in Anwesenheit von VP22 nachweisen.
Dabei verhielten sich die T-Zellinie Jurkat und die PBMC in Anwesenheit der transient
transfizierten Vero E6-Zellen in etwa gleich. Bis zu einem Effektor:Target-Verhältnis von 1:5
(PBMC) beziehungsweise 1:10 (Jurkat) stieg die Proliferation der Zielzellen an. Die
Proliferation der Lymphozyten nahm somit bei Zugabe der transfizierten Zellen kontinuierlich
aber VP22-unabhängig ab, was auf die hohe Zelldichte bei diesen Versuchsansätzen
zurückzuführen war. Wurden die PBMC mit dem rekombinant exprimierten VP22 inkubiert,
nahm deren Proliferation unspezifisch ab, was auf die Sensitivität der Zellen bezüglich
veränderter Kulturbedingungen, beziehungsweise auf noch vorhandenes Imidazol aus dem
Expressionssystem zurückzuführen war. Die aktivierten T-Zellen reagierten dagegen weniger
sensitiv, jedoch ebenfalls unspezifisch auf die Zugabe der exprimierten Proteine.
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Da keine Veränderung im Proliferationsverhalten der Lymphozyten in Anwesenheit von
VP22 zu beobachten war, wurden die Untersuchungen bezüglich dieses viralen
Tegumentproteins nicht fortgesetzt.
6.1.3 Translokationsaktivität von VP22: ein Artefakt?
Dazu kam, daß im Laufe der Arbeit starke Kontroversen auftauchten, die das
Translokationsverhalten von VP22 anzweifelten. Bereits ein Jahr nach der ersten
Veröffentlichung (Elliott et al., 1997) wurden Zweifel an der Effizienz und
Reproduzierbarkeit der Translokation von VP22 laut (Fang et al., 1998). Fang konnte mittels
FACS zeigen, daß VP22 von exprimierenden Zellen nicht an Zellen in der Umgebung
weitergegeben wurde. 2001 konnte Lundberg dann nachweisen, daß die beobachtete
Translokation durch Elliott und Kollegen durch die Wahl des Fixierungsreagenz in der
Immunfloureszenz bedingt wurde (Lundberg et al., 2001). Die unvollkommene Fixierung und
gleichzeitige Permeabilisierung der Zellen mit Methanol führte zur Verteilung des Proteins
über den kompletten Zellrasen und einer anschließenden Bindung an Chromatin, was dann in
der Immunfloureszenz nachgewiesen wurde (Elliott et al., 2000). Die beobachtete
Abhängigkeit der Translokation von der Wahl des Fixierungsreagenz konnte in einer weiteren
Arbeit bestätigt werden (Blouin et al., 2001).
Diese Veröffentlichungen decken sich mit Ergebnissen im Rahmen dieser Arbeit, bei der
die Translokation von VP22 in der Immunfloureszenz nicht nachgewiesen werden konnte
(Daten nicht aufgeführt). Die Translokation von VP22 konnte weder im FACS, noch in der
Immunfloureszenz detektiert werden. Dabei spielte auch die Verwendung verschiedener
Nachweismethoden keine Rolle, weder direkt über ein GFP-VP22-Fusionsprotein noch
indirekt über Antikörper.
6.2 ÜBERLEGUNGEN ZUR FUNKTION VON VP22
Die Verteilung von VP22 in infizierten und transfizierten Zellen variiert in verschiedenen
Veröffentlichungen je nach Versuchsbedingungen. In den Zellen, in denen VP22 exprimiert
wird, liegt es im Zytoplasma vor. Von dort hat das Protein entweder die Möglichkeit, sich an
Mikrotubuli zu binden, oder diffus im Zytoplasma (wahrscheinlich gebunden an Trans-Golgi-
Vesikel) zu verteilen, von wo es nach Zellteilung in den Kern gelangt.
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6.2.1 Mikrotubuliinteraktion
Wenn VP22 in hohen Konzentrationen im Zytoplasma der transfizierten Zellen vorliegt,
hat es die Kapazität, Mikrotubuli zu binden, zu reorganisieren und zu stabilisieren, ähnlich
den zellulären Mikrotubuli assoziierten Proteinen (MAP) (Elliott et al., 1998). Die Zellen, in
denen VP22 an Mikrotubuli gebunden vorliegt, können sich nicht weiter teilen (Elliott et al.,
2000). Dagegen konnte in infizierten Zellen eine solche Ansammlung von VP22 um das
Zytoskelett nicht nachgewiesen werden (Elliott et al., 1999). Diese Tatsache führte zu der
Annahme, daß die starke Bündelung der Mikrotubuli, die in transient transfizierten Zellen
beobachtet werden konnte, auf die Überexpression von VP22 zurückzuführen war (Elliott et
al., 2000). In der Tat konnten solche Bündel in Zellen nachgewiesen werden, in denen MAPs
durch transiente Transfektion überexprimiert wurden (Kanai et al., 1989).
Mikrotubuli spielen eine wichtige Rolle im Infektionszyklus der Alphaherpesviren,
während des Transports der Virionen entlang der Nervenaxone. Dieser Transport ist sowohl
bei der Primärinfektion, als auch bei der Reaktivierung der Viren essentiell (Tomishima et al.,
2001). Die Rolle der Tegumentproteine bei diesem Transport ist jedoch noch nicht geklärt.
6.2.2 Membranassoziation
Die diffuse Verteilung von VP22 im Zytoplasma ist wahrscheinlich auf dessen Bindung an
Vesikel des Trans-Golgi-Netzwerks zurückzuführen (Brignati et al., 2003). Für die
Interaktion von VP22 mit den sauren Phospholipiden der Zellmembran wurde die hohe
Anzahl positiv geladener Aminoäuren, vor allem im C-Terminus des Proteins, verantwortlich
gemacht. Die Beobachtung, daß in unverpackten Capsiden VP22 fehlt, läßt vermuten, daß das
Tegumentprotein eine wichtige Funktion beim Zusammenbau der fertigen Virionen hat
(Miranda-Saksena et al., 2002).
Der Zusammenbau der Herpesvirusvirionen erfordert ein komplexes Zusammenspiel
verschiedener Ereignisse und zellulärer Kompartimente. Die molekularen Mechanismen sind
dabei noch weitestgehend unbekannt. Es ist jedoch bekannt, daß die Fertigstellung des
Capsids und die Verpackung der viralen DNA im Zellkern erfolgt (Roizman et al., 1991). Die
Nukleocapside werden dann über die innere und äußere Kernmembran ins Zytoplasma
geschleust. Obwohl einige Tegumentproteine spontan mit dem Capsid, den Glykoproteinen
oder der Lipidhülle assoziieren können, wird angenommen, daß ein geregeltes
Zusammenspiel aller Proteine am Aufbau des Teguments benötigt wird. Die Umhüllung der
Capside mit dem Tegument und der Membran findet neuesten Veröffentlichungen zufolge in
zytoplasmatischen Vesikeln statt, die wahrscheinlich vom Trans-Golgi-Netzwerk stammen
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(Miranda-Saksena et al., 2002). Von dort werden die Partikel zur Plasmamembran
transportiert, um über die Fusion der Membranen freigesetzt zu werden.
6.2.3 Chromatinbindung
VP22 kann sehr stark an Chromatin binden. Sobald die Zellen, in denen das
Tegumentprotein diffus im Zytoplasma verteilt vorliegt, in die Meiose eintreten, überwindet
VP22 die poröse Kernmembran und bindet an das Chromatin. Die Ergebnisse der Zellteilung
bewirken dann, daß VP22 in den Tochterzellen komplett im Kern vorliegt (Elliott et al.,
2000). Die starke Affinität an Nukleinsäure hängt wahrscheinlich mit der hohen positiven
Ladung von VP22 zusammen. So besteht 10,8 % des Proteins aus Arginin, einer stark
basischen Aminosäure (Fang et al., 1998). Weitere Veröffentlichungen lassen vermuten, daß
VP22 nach Infektion der Wirtszelle virale mRNA in benachbarte, uninfizierte Zellen
transportiert (Sciortino et al., 2002). Außerdem konnte gezeigt werden, daß VP22 mit TAF-I
(template-activating-factor), einem chromatinbindenden Protein, um die Bindung an DNA
konkurriert (van Leeuwen et al., 2003).
Im Rahmen dieser Arbeit konnte keine Proliferationsänderung von Lymphozyten in
Anwesenheit von VP22 beobachtet werden. Weiterhin konnte die Translokationseigenschaft
des viralen Proteins nicht bestätigt werden. Eine Rolle des Tegumentproteins in der
Immunevasion kann jedoch nicht ausgeschlossen werden. Die eigentlichen Funktionen von
VP22 sind noch ungeklärt. Die Vielzahl der Interaktionen mit zellulären Molekülen
verdeutlicht aber, daß VP22 eine wesentliche Rolle im viralen Infektionszyklus haben muß.
Dies wird durch die Beobachtung bestätigt, daß ein VP22-deletiertes Virus nicht
replikationsfähig ist (Brignati et al., 2003).
6.3 ZELLTOD IN HSV-1-INFIZIERTEN UNREIFEN DENDRI-
TISCHEN ZELLEN
Antigenpräsentierende Zellen spielen eine entscheidende Rolle in der angeborenen
Immunität und der Einleitung der adaptiven Immunantwort. Sie stellen deshalb wichtige
Angriffspunkte bei einer viralen Infektion dar. Für Herpesviren konnte gezeigt werden, daß
die Infektion unreifer Dendritischer Zellen zu deren Reifungshemmung führt (Salio et al.,
1999). Selbst nach Zugabe von starken Stimulatoren wie LPS können die infizierten
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Dendritischen Zellen nicht ausreifen und sind nicht mehr in der Lage, T-Zellen zu aktivieren.
Da außerdem bekannt ist, daß HSV-1 in infizierten Zellen IFNα induziert, das wiederum die
Expression von TRAIL erhöht (Fanger et al., 1999), war anzunehmen, daß HSV-1 neben
Zellyse auch Apoptose in Dendritischen Zellen induzieren kann.
6.3.1 Apoptose und Nekrose in HSV-1-infizierten unreifen Dendri-
tischen Zellen
In der Tat konnten 18 h nach Infektion in isolierten Zellkulturen mittels Annexin V-
Färbung und TUNEL Test zwischen 10 und 40 % apoptotische Zellen nachgewiesen werden.
Außerdem nahm die Integrität der Kernmembran, detektierbar über die Bindung von PI an
DNA, nach HSV-1-Infektion ab, was vermehrte Nekrose anzeigte. Nach 12 h war in
infizierten Zellen noch nahezu keine Apoptose über Annexin V-Bindung erkennbar. Dies
wird durch andere Veröffentlichen bestätigt, bei denen 12 h nach Infektion ebenfalls keine
Apoptose nachgewiesen werden konnte. 24 h nach Infektion wurde dagegen zwischen 20 und
45 % toter Zellen über die Färbung mit Trypanblau detektiert (Mikloska et al., 2001). Darüber
hinaus zeigte sich bereits nach 16 h eine verstärkte DNA-Degradation in unreifen
Dendritischen Zellen, nachgewiesen mittels PI Färbung von Ethanol-fixierten Zellen (Pollara
et al., 2003). Weiterhin konnte gezeigt werden, daß der Zelltod in uninfizierten und mit dem
hitzeinaktivierten Virus inkubierte Zellen vergleichbar niedrig ausfiel. Für die Apoptose-
induktion ist somit die virale Infektion notwendig.
Ähnliche Ergebnisse liegen auch für andere Herpesviren vor. So konnte in Vacciniavirus-
infizierten unreifen Dendritischen Zellen ebenfalls verstärkte Apoptose nachgewiesen werden
(Engelmayer et al., 1999). EBV wiederum kann allein durch die Adsorption an Monozyten,
die zu Dendritischen Zellen differenzieren, in diesen Apoptose einleiten (Li et al., 2002). Die
zugrundeliegenden Mechanismen sind noch nicht geklärt. Es ist noch unklar, ob es sich hier
um ein einheitliches Prinzip handelt, daß große DNA-Viren, die einen Tropismus für
Dendritische Zellen entwickelt haben, Apoptose in diesen induzieren.
6.3.2 Zusammenhang zwischen Infektion und Apoptose
Um nachzuweisen, daß die Einleitung der Apoptose durch eine direkte Infektion der
unreifen Dendritischen Zellen hervorgerufen wird, wurde ihre Infizierbarkeit mit HSV-1
überprüft. Dabei konnte die Expression des viralen Glykoprotein D (gD) auf der Oberfläche
infizierter Dendritischer Zellen bereits nach 12 h detektiert werden. Dies ist im Einklang mit
dem kurzen Replikationszyklus von HSV-1, der zwischen 12 und 17 Stunden liegt (Roizman
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et al., 1996). 18 h nach Infektion mit HSV-1 zeigten 50 - 80 % der unreifen Dendritischen
Zellen gD auf ihrer Oberfläche. Diese Ergebnisse werden durch Veröffentlichungen bestätigt,
in denen gezeigt wurde, daß 50 % (Pollara et al., 2003) beziehungsweise 80 % (Mikloska et
al., 2001) einer Kultur unreifer Dendritischer Zellen mit HSV-1 infiziert werden konnte.
Durch die Doppelfärbung infizierter Dendritischer Zellen mit Annexin V und gD konnte
ein Zusammenhang zwischen infizierten und apoptotischen Zellen hergestellt werden. Ein
direkter apoptotischer Effekt von HSV-1 auf diese essentiellen Zellen des Immunsystems
wird dadurch bestätigt.
6.4 VERGLEICH VERSCHIEDENER ISOLIERUNGSMETHODEN
ZUR GENERIERUNG UNREIFER DENDRITISCHER ZELLEN
Um sicherzustellen, daß die Ergebnisse nicht durch Verunreinigungen mit anderen PBMC
verfälscht wurden, beziehungsweise durch Interaktion der Zellen untereinander, wurden
verschiedene Isolierungsmethoden von Monozyten zur Generierung unreifer Dendritischer
Zellen getestet. Bei den Isolierungsmethoden handelte es sich um die Gewinnung der
Monozyten mittels Plastikadhärenz, einer zusätzlichen Ficoll-Dichtegradientenzentrifugation
sowie Positivselektion oder Negativselektion über magnetische Beads.
6.4.1 Reinheit der Dendritischen Zellen aus verschiedenen Isolierungs-
methoden
Die Reinheit der Dendritischen Zellen, die über verschiedene Isolierungsmethoden aus
Monozyten gewonnen wurden, zeigten starke Unterschiede. Der Anteil der unreifen
Dendritischen Zellen an der Gesamtpopulation wurde durchflußzytometrisch anhand der
prägnanten Morphologie der Zellen ermittelt. Sowohl bei den über Plastikadhärenz als auch
über die doppelte Ficoll-Dichtegradientenzentrifugation gewonnenen unreifen Dendritischen
Zellen wurden starke Verunreinigungen nachgewiesen. Der prozentuale Anteil der
gewünschten Zellen in der Gesamtkultur war dadurch sehr gering. Er bewegte sich zwischen
20 und 40 %. Der starke Unterschied zu Veröffentlichungen, in denen über Plastikadhärenz
eine sehr hohe Reinheit unreifer Dendritischer Zellen nachgewiesen wurde, beruht auf den
unterschiedlichen Bestimmungsmethoden. So wird die Reinheit der Zellpopulation meist
dadurch bestimmt, wieviele Zellen spezifische Oberflächenmarker exprimieren. Dabei wird
aber schon von Zellen ausgegangen, die die typische Morphologie der Dendritischen Zellen
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haben. Ein Rückschluß dieses prozentualen Anteils auf die gesamte Zellkultur ist dadurch
nicht möglich. Im Vergleich dazu lieferte die Isolierung der Monozyten über magnetische
Beads ca. 80 % unreife Dendritische Zellen.
6.4.2 Menge an Nekrose und Apoptose nach HSV-1-Infektion unreifer
Dendritischer Zellen aus verschiedenen Isolierungsmethoden
Insgesamt waren in allen, außer in den über Positivselektion generierten Zellen, vermehrter
Zelltod nach HSV-1-Infektion zu erkennen. Dabei zeigte sich eine etwa vergleichbare
Erhöhung der Apoptose und Nekrose für die über Plastikadhärenz, der zusätzlichen Ficoll-
Dichtegradientenzentrifugation und Negativselektion isolierten unreifen Dendritischen Zellen.
Im Falle der über magnetische Beads positiv selektionierten Zellen war neben der verstärkten
Apoptose in den mock-infizierten Zellen keine signifikante Erhöhung der Apoptoseinduktion
nach HSV-1-Infektion zu erkennen.
Sowohl in den über Plastikadhärenz, als auch über die zusätzliche Ficoll-Dichtegradienten-
Zentrifugation isolierten Zellen zeigte sich bereits nach mock-Infektion stärkere Nekrose
(etwa 30 %) als in den über magnetische Beads generierten Zellen. Dies kann unter anderem
an der Verwendung verschiedener Medien liegen. Bei den anfänglich mittels Plastikadhärenz,
der zusätzlichen Ficoll-Dichtegradientenzentrifugation und über magnetische Beads positiv
selektionierten Zellen wurde serumfreies Medium eingesetzt. Dies bewirkte im Vergleich zu
dem herkömmlichen PB-Medium eine bessere Expression der Oberflächenmarker (Daten
nicht aufgeführt). Ein Vergleich der Apoptose in den Zellen mit und ohne Serum zeigte aber,
daß die Zellen in Anwesenheit von Serum stabiler waren und in den uninfizierten Kulturen
weniger Hintergrundapoptose ausbildeten. Für die weiteren Versuche zur Identifizierung des
Apoptoseweges in HSV-1-infizierten unreifen Dendritischen Zellen wurde deshalb PB-
Medium verwendet.
Die Verwendung unterschiedlicher Medien erklärt jedoch nicht, wieso die über
Positivselektion isolierten Zellen zum einen weniger Hintergrundapoptose ausbildeten und
zum anderen resistent gegen die HSV-1-induzierte Apoptose waren. Vermutlich führte die
Positivselektion der Monozyten über das CD14-Oberflächenmolekül zu deren Aktivierung.
CD14 steht in engem Zusammenhang mit TLR-4. Es konnte gezeigt werden, daß die Bindung
von LPS an CD14 über ein LPS-Bindeprotein erfolgt (Jiang et al., 2000). Unmittelbar danach
wird CD14 in eine enge räumliche Nachbarschaft mit TLR-4 gebracht. Die genaue Interaktion
dieser beiden Oberflächenmoleküle ist allerdings noch unbekannt. TLR-4 übernimmt jedoch
die weitere Signaltransduktion, die unter anderem zur Reifung der nun aktivierten Zellen führt
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(Kaisho et al., 2003). Da reife Dendritische Zellen im Unterschied zu ihren unreifen
Vorgängern nicht permissiv für HSV-1 sind (Kruse et al., 2000), ist anzunehmen, daß die
mittels Positivselektion isolierten und generierten Zellen bereits ein Aktivierungssignal über
die Vernetzung des LPS-Rezeptors CD14 mit TLR-4 erhalten haben. Die so aktivierten Zellen
waren somit auch nicht permissiv für die HSV-1-induzierte Apoptose.
Diese Beobachtungen zeigen, daß die durch HSV-1 eingeleitete Apoptose eine produktive
Infektion benötigt, beziehungsweise spezifisch für unreife Dendritische Zellen ist.
6.5 BETEILIGUNG VERSCHIEDENER FAKTOREN AM HSV-1-
INDUZIERTEN ZELLTOD UNREIFER DENDRITISCHER
ZELLEN
6.5.1 Unabhängigkeit des HSV-1-induzierten Zelltods unreifer
Dendritischer Zellen von der viralen DNA-Replikation
Durch die Benutzung von Acyclovir, einem Hemmer der Herpesvirus-spezifischen DNA-
Polymerase, konnte die Apoptose in HSV-1-infizierten unreifen Dendritischen Zellen nicht
gehemmt werden. Allerdings hemmt dieser Inhibitor nur die Transkription sehr später Gene.
Diese Genprodukte sind jedoch essentiell für die Synthese neuer Virionen. Es ist deshalb
anzunehmen, daß virale Proteine, deren Expression durch Acyclovir nicht gehemmt wird, für
die Apoptoseinduktion von HSV-1 in unreifen Dendritischen Zellen verantwortlich sind.
6.5.2 Aktivierung der Caspase-8 nach HSV-1-Infektion unreifer
Dendritischer Zellen
Da Caspasen wichtige Proteine bei der Durchführung der Apoptose darstellen, wurde deren
Beteiligung am HSV-1-induzierten Zelltod unreifer Dendritischer Zellen untersucht.
Ac-IETD-CHO und zVAD-FMK, ein spezifischer Caspase-8- beziehungsweise ein
Breitspektrum-Caspase-Inhibitor, reduzierten die Menge der eingeleiteten Apoptose in HSV-
1-infizierten Dendritischen Zellen. Eine Beteiligung von Caspase-8 an der HSV-1-induzierten
Apoptose unreifer Dendritischer Zellen wurde außerdem durch die Abnahme der Procaspase-
8 im Zytoplasma der infizierten Zellen bestätigt. Darüber hinaus konnte eine Aktivierung der
Caspase-8 nach HSV-1-Infektion in einem spezifischen Test nachgewiesen werden. Die Höhe
der Aktivierung schwankte jedoch bei den einzelnen Spendern.
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Überraschenderweise erhöhte zVAD die Anzahl der toten Zellen nach Inkubation mit dem
hitzeinaktivierten Virus. Eine Beteiligung der viralen Genexpression an diesem Zelltod kann
somit ausgeschlossen werden. Caspasen scheinen eine duale Rolle im Überleben der HSV-1-
infizierten Dendritischen Zellen zu spielen. Sie sind sowohl am Schutz als auch an der
Auslösung des Zelltodes beteiligt. So kann zVAD-FMK ausdifferenzierte Zellen in den
Zelltod treiben (Sordet et al., 2002). In Übereinstimmung mit den Ergebnissen im Rahmen
dieser Arbeit wurde außerdem vermehrter Zelltod in vitro (Vercammen et al., 1998) und in
vivo (Cauwels et al., 2003) bei gleichzeitiger Inkubation von Caspase-Inhibitoren und TNFα
gezeigt, was auf eine verstärkte Bildung von Sauerstoffradikalen und dem damit verbundenen
oxidativen Streß zurückzuführen war.
Dagegen hatte die Behandlung der Zellen mit zDEVD-FMK, einem Inhibitor von Caspase-
3-ähnlichen Proteasen, keinen Einfluß auf das Überleben oder Sterben der HSV-1- oder
mock-infizierten Zellen. Darüber hinaus konnte im Western Blot keine Änderung der Menge
zytoplasmatischer Procaspase-3 nachgewiesen werden. Es ist anzunehmen, daß es im Bezug
auf den HSV-1-induzierten Zelltod Redundanzen auf der Ebene der ausführenden Caspasen
gibt. So zeigten Caspase-3-defiziente Mäuse keinen generellen, sondern einen auf einzelne
Gewebe beschränkten, apoptotischen Defekt (Kuida et al., 1996). Darüber hinaus bestätigt
eine kürzlich erschienene Veröffentlichung, daß die Infektion von murinen Dendritischen
Zellen mit HSV-1 zur Caspase-3-unabhängigen Apoptose der infizierten Zellen führt. Wurden
die gleichen Zellen dagegen mit HSV-2 infiziert, ließ sich Caspase-3-abhängige Apoptose
nachweisen (Jones et al., 2003).
6.5.3 Beteiligung von Todesliganden an der HSV-1-induzierten
Apoptose unreifer Dendritischer Zellen 
6.5.3.1 Expression von Todesliganden auf unreifen Dendritischen Zellen
Um die Mechanismen zu identifizieren, die dem HSV-1-induzierten Zelltod unterliegen,
wurde die Expression der klassischen Todesliganden untersucht, welche zur TNF-
Superfamilie gehören. Im FACS konnte keine vermehrte Expression der einzelnen
Todesliganden nach HSV-1-Infektion nachgewiesen werden. Jedoch ließen sich mittels
quantitativer Real Time-PCR stark erhöhte Werte an TNFα und TRAIL in infizierten
Dendritischen Zellen detektieren. Die Menge an TRAIL war nach Infektion auch auf
Proteinebene erhöht. 
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Auf die Diskrepanz der Nachweisbarkeit von TRAIL auf der Zelloberfläche mittels FACS
und der zytoplasmatischen Proteine auf Western Blot Ebene wurde bereits in anderen
Veröffentlichungen hingewiesen (Vidalain et al., 2000). Obwohl TRAIL im FACS nicht
nachgewiesen werden konnte, zeigten die Autoren, daß die Menge des Todesliganden auf der
Zelloberfläche ausreichend für die Einleitung der Apoptose in Nachbarzellen war. Der
Unterschied in der Detektierbarkeit von CD95L auf der Zelloberfläche und im Innern der
Zelle läßt sich darauf zurückführen, daß CD95L bis zu seiner Aktivierung im Golgi Apparat
zurückgehalten wird (Bennett et al., 1998). TNFα wird dagegen gleich nach Transport an die
Zelloberfläche mit Hilfe spezifischer Proteasen von der membranständigen in die lösliche
Form überführt (Black, 2002). Ein Nachweis von TNFα auf der Zelloberfläche ist deshalb
kaum möglich.
Es konnte allerdings gezeigt werden, daß Influenza A-Virus in infizierten Monozyten die
Expression von TNFα und damit auch Zelltod induziert (Lehmann et al., 1996). Mäuse, die
homozygot transgen für eine HIV-Deletionsmutante sind, zeigen stark erhöhte Werte an
TNFα im Serum. Der damit verbundene Zelltod konnte mit blockierenden Antikörpern
gehemmt werden (De et al., 2002). Außerdem konnte der durch humane Adenoviren
verursachte Zelltod mit TNFα in Verbindung gebracht werden (Gooding, 1994).
Das Phänomen der erhöhten TRAIL-Expression wurde sowohl nach Infektion mit anderen
Viren, als auch in anderen Zellen beobachtet. So induziert das Masernvirus (Vidalain et al.,
2000), das humane CMV (Raftery et al., 2001) und das Newcastle Disease Virus (Washburn
et al., 2003) die TRAIL-Expression und damit den Zelltod der infizierten Monozyten und
Dendritischen Zellen, die wiederum von Monozyten abstammen. Fibroblasten, die mit
humanem CMV infiziert wurden (Sedger et al., 1999) oder HEK293, die mit Reovirus
infiziert wurden (Clarke et al., 2000) zeigten ebenfalls vermehrten Zelltod, bedingt durch
erhöhte TRAIL-Expression. Dieser Effekt könnte durch IFNα ausgelöst werden, das in Virus-
infizierten Dendritischen Zellen die TRAIL-Expression induzieren kann (Fanger et al., 1999).
Umgekehrt konnte eine erhöhte TRAIL-Expression in Newcastle Disease Virus-infizierten
Monozyten durch die Neutralisation von Typ-I-Interferonen verhindert werden (Washburn et
al., 2003). Alternativ dazu könnte die Genexpression von TRAIL durch virale Proteine
induziert werden, die NFκB aktivieren, wie es kürzlich für das Tax Protein des humanen T-
Zell-Lymphoma-Virus Typ I gezeigt wurde (Rivera-Walsh et al., 2001). Es könnte deshalb
eine Regel sein, daß Viren, die einen Tropismus für Dendritische Zellen entwickelt haben,
Typ-I-Interferone oder NFκB induzieren, um die Expression von TRAIL auf Dendritischen
Zellen hochzuregulieren.
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6.5.3.2 Hemmung der HSV-1-induzierten Apoptose unreifer Dendritischer Zellen
durch Blockierung von Todesliganden
Die Hochregulation von TNFα und TRAIL ließ eine Rolle der Todesliganden im Virus-
induzierten Zelltod vermuten. Tatsächlich reduzierte die Blockierung der Todesliganden über
ihre spezifischen Rezeptoren das Ausmaß der Apoptose in HSV-1-infizierten unreifen
Dendritischen Zellen. Allerdings war die Beteiligung der getesteten Todesliganden von
Spender zu Spender unterschiedlich. In HSV-1-infizierten unreifen Dendritischen Zellen des
einen Spenders erzielte die Blockierung von TNFα den größten Effekt, wohingegen in Zellen
von anderen Spendern das Blockieren von TRAIL zu der größtmöglichen Reduktion der
Apoptose führte.
6.5.3.3 Keine Steigerung der HSV-1-induzierten Apoptose in unreifen Dendritischen
Zellen durch Zugabe von Todesliganden
Einige Berichte haben gezeigt, daß uninfizierte unreife Dendritische Zellen resistent gegen
Apoptoseinduktion durch Todesliganden sind (Ashany et al., 1999). Diese Beobachtung ließ
sich im Rahmen dieser Arbeit bestätigen. Mock-infizierte unreife Dendritische Zellen wurden
nach Zugabe von TNFα und einem chimären CD95L nicht in die Apoptose getrieben.
Allerdings wäre umgekehrt zu vermuten, daß Viren, die solche resistenten Zellen infizieren
und in ihnen Zelltod auslösen, ein Signal aussenden müssen, um die Zellen empfänglich für
Apoptose zu machen. Die beobachtete Apoptose in den infizierten unreifen Dendritischen
Zellen ließ sich durch Zugabe weiterer Todesliganden aber nicht erhöhen. Todesliganden sind
hoch-potente Moleküle, die ihre zelltötende Aktivität bereits bei geringer Oberflächendichte
ausüben können (Vidalain et al., 2000). Es ist deshalb anzunehmen, daß die vorhandenen,
vermehrt exprimierten Todesliganden nach HSV-1-Infektion bereits die höchst mögliche
Apoptose in den Zellen verursachten. Eine Zugabe weiterer Liganden konnte dadurch zu
keiner vermehrten Apoptose führen.
6.5.4 Ausschluß der Transkriptionsaktivität von p53 nach HSV-1-
Infektion unreifer Dendritischer Zellen
Um die zugrunde liegenden Mechanismen der HSV-1-induzierten Apoptoseinduktion in
unreifen Dendritischen Zellen weiter aufzuklären, wurden verschiedene an der Apoptose
beteiligte Proteine mittels Western Blot untersucht. Es zeigte sich, daß die Menge von p53 im
Zytoplasma infizierter Zellen stark anstieg. Dieses Tumorsuppressorprotein wird nach
Zellstreß oder DNA-Schäden aktiviert. Es wandert daraufhin vom Zytoplasma in den
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Zellkern, um dort seine proapoptotische Aktivität über seine Funktion als
Transkriptionsfaktor, beziehungsweise einen Zellzyklusarrest einzuleiten (Shaulsky et al.,
1991). Eine Translokation von p53 in den Zellkern unreifer Dendritischer Zellen nach HSV-
1-Infektion konnte mittels Immunfloureszenz allerdings ausgeschlossen werden. Ebenso
zeigte sich mit Hilfe der quantitativen Real Time-PCR keine vermehrte Transkription der
proapoptotischen Vertreter der Bcl-2-Familie (Daten nicht aufgeführt), was ebenfalls gegen
die Aktivität von p53 als Transkriptionsfaktor spricht.
Aktuelle Veröffentlichungen verdeutlichen eine Interaktion von p53 mit Proteinen der
Mitochondrien und eine damit verbundene proapoptotische Aktivität. So konnte gezeigt
werden, daß p53 antiapoptotische Vertreter der Bcl-2-Familie binden und dadurch Apoptose
induzieren kann (Mihara et al., 2003). Durch diese Bindung werden die proapoptotischen
Vertreter der Bcl-Familie, vor allem Bax, freigesetzt, was wiederum den Ausstrom von
Cytochrom c ins Zytoplasma und die Aktivierung verschiedener Caspasen zur Folge hat. Es
ist aber nicht klar, was mit den antiapoptotischen Proteinen nach Interaktion mit p53 passiert,
das heißt, ob die Proteine abgebaut werden oder in unveränderter Menge im Zytoplasma
vorliegen. Im Rahmen dieser Arbeit konnte auf Western Blot-Ebene keine Änderung von Bcl-
2 nach HSV-1-Infektion nachgewiesen werden. Somit ist unklar, ob die beobachtete Apoptose
in HSV-1-infizierten unreifen Dendritischen Zellen über diesen Mechanismus oder die
Interaktion mit anderen Proteinen induziert wird. Eine mögliche Beteiligung von p53 an
einem alternativen Apoptosemechanismus wird im Folgenden (Kapitel 6.6.3) diskutiert.
6.6 HERUNTERREGULATION VON C-FLIPL NACH HSV-1-
INFEKTION UNREIFER DENDRITISCHER ZELLEN
Das antiapoptotische Protein c-FLIPL kann durch seine Interaktion mit DISC die
Aktivierung der Proaspase-8 kompetitiv hemmen (Irmler et al., 1997). Interessanterweise
wurde die Menge an zytoplasmatischem c-FLIPL in unreifen Dendritischen nach HSV-1-
Infektion über 50 % reduziert. Diese Herunterregulation könnte für die HSV-1-induzierte
Apoptose in unreifen Dendritischen Zellen verantwortlich sein.
Durch einen ähnlichen Mechnismus könnten Dendritische Zellen, die mit
Bisindolylmaleimid behandelt wurden, empfänglich für Apoptose über CD95L werden
(Willems et al., 2000). Darüber hinaus konnte für FLIP-defiziente Mäuse gezeigt werden, daß
sie verstärkt auf TNFα-induzierten Zelltod reagierten (Yeh et al., 2000).
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6.6.1 Verschiedene Aspekte der c-FLIPL-Expression in unreifen
Dendritischen Zellen
Die Herunterregulation von c-FLIPL nach HSV-1-Infektion unreifer Dendritischer Zellen
konnte auch durch die Anwesenheit von Acyclovir oder LPS nicht gehemmt werden.
Dabei führte die Inkubation der mock- oder HSV-1-infizierten Zellen mit Acyclovir zu
keiner Änderung der c-FLIPL-Expression. Diese Beobachtung paßt zu den Ergebnissen im
Rahmen dieser Arbeit, daß Acyclovir die HSV-1-induzierte Apoptose in unreifen
Dendritischen Zellen nicht hemmen kann. Es ist somit anzunehmen, daß die
Herunterregulation von c-FLIPL und damit die Apoptose unreifer Dendritischer Zellen über
virale Proteine induziert wird, deren Expression durch Acyclovir beeinflußt wird.
LPS bewirkte einen starken Anstieg von c-FLIPL in mock-infizierten unreifen
Dendritischen Zellen. Diese Erhöhung beruht wahrscheinlich auf dem von LPS ausgehenden
starken Reifungssignal. So konnte bereits gezeigt werden, daß c-FLIPL in reifen
Dendritischen Zellen stärker exprimiert wird als in unreifen (Lundqvist et al., 2002). Dieser
Unterschied wurde für die abnehmende Empfindlichkeit reifer Dendritischer Zellen auf
Todesrezeptor-vermittelte Apoptose verantwortlich gemacht (Leverkus et al., 2000). Die
Anwesenheit von LPS nach HSV-1-Infektion bewirkte allerdings keine Hemmung der c-
FLIPL-Herunterregulation in unreifen Dendritischen Zellen. Dies ist wahrscheinlich damit zu
erklären, daß HSV-1 bereits kurz nach Infektion die Reifung der Dendritischen Zellen hemmt
(Salio et al., 1999). An dieser Reifungshemmung könnte ebenfalls c-FLIPL beteiligt sein. Dies
wird durch die Beobachtung deutlich, daß eine erste Herunterregulation von c-FLIPL fast
unmittelbar nach HSV-1-Infektion erfolgt (Daten nicht aufgeführt). Eine solch rasche
Modulierung der Wirtszellen ist unter anderem durch die schnelle Verfügbarkeit der in den
Virionen vorhandenen Proteine zu erklären. Für c-FLIPL konnte gezeigt werden, daß es neben
seiner antiapoptotischen Funktion auch in der Aktivierung und Differenzierung von Zellen
beteiligt ist (Thome et al., 2001). Die c-FLIP Proteine spielen unter anderem eine duale Rolle
in T-Zellen. Einerseits inhibieren sie Apoptose, die durch den klassischen Weg über
Todesrezeptoren induziert wurde. Andererseits sind sie Teil eines Signalweges, der zur
Proliferation und/ oder Differenzierung der CD95-stimulierten Zellen führt. So konnte gezeigt
werden, daß hohe Werte an c-FLIP die Apoptose von Dendritischen Zellen über CD95
hemmt. Die Interaktion von CD95 mit seinem Liganden führte in diesem Fall aber zur
Reifung der Zellen (Rescigno et al., 2000). c-FLIPL könnte deshalb an der Reifung der
Dendritischen Zellen und seine Herunterregulation an der Reifungshemmung und Apoptose
der Dendritischen Zellen nach HSV-1-Infektion beteiligt sein.
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6.6.2 Zelltyp-Spezifität der Herunterregulation von c-FLIPL nach HSV-
1-Infektion
Da neben unreifen Dendritischen Zellen auch andere Zellen des Immunsystems (z.B. T-
Zellen und Makrophagen) mit HSV-1-infiziert werden können, wurde untersucht, ob die
HSV-1-induzierte Herunterregulation von c-FLIPL ein gemeinsames Phänomen dieser Zellen
ist.
In reifen Dendritischen Zellen blieb die Expression von c-FLIPL nach HSV-1-Infektion
unverändert. Ebenso konnte in aktivierten T-Zellen und der Monozytenzellinie U937 keine
Herunterregulation von c-FLIPL beobachtet werden. Diese Ergebnisse sind in
Übereinstimmung mit einer Veröffentlichung die zeigt, daß die c-FLIPL-Expression in
humanen Makrophagen, die von Monozyten abstammen, nach HSV-1-Infektion nicht
verändert wird (Hoves et al., 2001). Andererseits sind die verwendeten Zellen unterschiedlich
permissiv für HSV-1. So zeigen reife Dendritische Zellen nur eine unvollständige virale
Replikation (Kruse et al., 2000). Eine einheitliche Verwendung der infektiösen Dosis und
Inkubationsdauer kann sich deshalb in den unterschiedlichen Zellen verschieden stark
auswirken. Nichtsdestotrotz zeigen diese Versuche, daß die Herunterregulation von c-FLIPL
nach HSV-1-Infektion besonders effektiv in unreifen Dendritischen Zellen stattfindet.
Darüber hinaus scheint für diesen Mechnismus eine permissive Infektion notwendig zu sein.
6.6.3 Signalwege zur Regulierung der c-FLIPL-Expression
Derzeit ist noch wenig über die Regulation der c-FLIP-Expression bekannt. Es gibt
Berichte, die zeigen, daß die Mitogen-aktivierte Protein Kinase Kinase I c-FLIP in aktivierten
T-Zellen induziert (Yeh et al., 1998) und daß der Phosphatidylinositol-3-Kinase/ Akt-
Signalweg ein bevorzugter Regulator von c-FLIP in Tumorzellen ist (Panka et al., 2001).
Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, daß HSV-1 die Proteinmenge von c-
FLIPL in unreifen Dendritischen Zellen verringern kann. Eine unspezifische Virus-induzierte
Proteindegradation konnte dabei ausgeschlossen werden, da andere Apoptose-regulierende
Proteine nicht betroffen waren. Insbesonders RIP, das eine ähnlich kurze Halbwertszeit wie c-
FLIP hat (Fulda et al., 2000), wurde unverändert exprimiert. Davon abgesehen konnte
vermehrte c-FLIPL-mRNA in HSV-1-infizierten unreifen Dendritischen Zellen mittels
quantitativer Real Time-PCR detektiert werden. Dies könnte an NFκB liegen, das während
einer Virusinfektion stark aktiviert wird. So konnte gezeigt werden, daß NFκB die
Transkription von c-FLIP induzieren kann (Micheau et al., 2001).
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Zusammenfassend läßt sich sagen, daß die HSV-1-induzierte Herunterregulation von c-
FLIPL nicht durch verminderte Genexpression oder reduzierte mRNA Stabilität verursacht
wurde. Die Reduzierung der Proteinmenge von c-FLIPL in unreifen Dendritischen Zellen muß
also auf translationaler beziehungsweise posttranslationaler Ebene erfolgen. Es könnte eine
Ubiquitinylierung und der anschließende Abbau durch Proteasomen an der
Herunterregulation von c-FLIPL auf Proteinebene beteiligt sein. Kürzlich wurde ein solcher
Mechanismus bei der Herunterregulation von c-FLIPS durch Adenoviren in HeLa-Zellen
beschrieben (Perez et al., 2003). Darüber hinaus konnte gezeigt werden, daß p53 die
Proteasomen-abhängige Degradation von c-FLIPL verursachen kann (Fukazawa et al., 2001).
Im Rahmen dieser Arbeit wurde eine Anhäufung von p53 im Zytoplasma der Zellen nach
HSV-1-Infektion nachgewiesen. Eine Kernlokalisation blieb aber aus. Es ist deshalb sehr
wahrscheinlich, daß p53 seine proapoptotische Aktivität in HSV-1-infizierten unreifen
Dendritischen Zellen über die Degradation von c-FLIPL ausübt. Das antiapoptotische Protein
c-FLIPL ist dabei für eine virale Abwehrstrategie in Dendritischen Zellen ein optimales Ziel.
So kann seine Herunterregulation einerseits Apoptose induzieren und zum anderen könnte
damit (was noch nicht bewiesen ist) die Aktivierung und Reifung der überlebenden Zellen
blockiert werden. Dies würde wiederum die antivirale Immunantwort schwächen.
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7 ZUSAMMENFASSUNG
Das Ziel dieser Arbeit bestand darin, neue Mechanismen zu identifizieren, wie HSV-1 die
Immunantwort durch Interaktion mit Zellen des Immunsystems unterdrücken kann. 
Es konnte kein verändertes Proliferationsverhalten von Lymphozyten in Anwesenheit von
VP22 beobachtet werden. Wie die vielfältigen Interaktionen dieses viralen Tegumentproteins
mit zellulären Molekülen verdeutlicht, läßt sich eine Rolle von VP22 in der Immunevasion
damit jedoch nicht ausschließen.
Dagegen konnte gezeigt werden, daß HSV-1 in unreifen Dendritischen Zellen über einen
Caspase-8 abhängigen Mechanismus Apoptose einleiten kann. In infizierten Zellen war die
Menge an TNFα und TRAIL stark erhöht. Die Menge an CD95L blieb jedoch unverändert.
Da unreife Dendritische Zellen resistent gegen einen durch Todesliganden induzierten Zelltod
sind, müssen Viren diese Zellen durch einen veränderten Signalweg empfänglich für
Apoptose machen. Die Expression einiger Proteine, die an der Regulation der Apoptose
beteiligt sind (z.B. Bcl-2, RIP, FADD), wurde nach HSV-1-Infektion nicht verändert.
Allerdings konnte gezeigt werden, daß die Menge an p53 im Zytoplasma nach HSV-1-
Infektion verstärkt wurde. Eine Translokation von p53 in den Zellkern und eine damit
verbundene Transkriptionsaktivität konnte aber ausgeschlossen werden. Darüber hinaus
zeigte sich auf Proteinebene eine 50 %ige Verringerung von c-FLIPL in HSV-1-infizierten
unreifen Dendritischen Zellen. Die Transkriptmenge von c-FLIPL war nach HSV-1-Infektion
jedoch erhöht, was dessen Herunterregulation durch eine verminderte Transkription oder
mRNA-Stabilität ausschließt. Statt dessen könnte eine Ubiquitinylierung und ein Abbau durch
Proteasomen an der verringerten Proteinmenge von c-FLIPL beteiligt sein. Dazu scheint die
Transkription früher Gene notwendig zu sein, da die HSV-1-induzierte Apoptose unreifer
Dendritischer Zellen nicht durch die Anwesenheit von Acyclovir, einem Inhibitor der
herpesviralen DNA-Replikation, gehemmt werden konnte.
Letztendlich war der zugrundeliegende Mechanismus zelltypspezifisch, da andere Zellen
des Immunsystems, die mit HSV-1 infiziert wurden, unveränderte c-FLIPL-Mengen zeigten.
Die hier untersuchten Wechselwirkungen von HSV-1 mit seinen Wirtszellen sind nur
wenige Beispiele einer Vielzahl möglicher viraler Immunevasionsmechanismen. Die fehlende
Kenntnis der Funktion aller viraler Proteine läßt vermuten, daß die Interaktion von HSV-1 mit




Abendroth, A., Morrow, G., Cunningham, A.L. and Slobedman, B. 2001. Varicella-zoster virus infection of
human dendritic cells and transmission to T cells: implications for virus dissemination in the host. J Virol
75: 6183-6192.
Albert, M.L., Sauter, B. and Bhardwaj, N. 1998. Dendritic cells acquire antigen from apoptotic cells and induce
class I-restricted CTLs. Nature 392: 86-89.
Ashany, D., Savir, A., Bhardwaj, N. and Elkon, K.B. 1999. Dendritic cells are resistant to apoptosis through the
Fas (CD95/APO-1) pathway. J Immunol 163: 5303-5311.
Bachmann, M.F., Lutz, M.B., Layton, G.T., Harris, S.J., Fehr, T., Rescigno, M. and Ricciardi-Castagnoli, P.
1996. Dendritic cells process exogenous viral proteins and virus-like particles for class I presentation to
CD8+ cytotoxic T lymphocytes. Eur J Immunol 26: 2595-2600.
Baker, S.J. and Reddy, E.P. 1998. Modulation of life and death by the TNF receptor superfamily. Oncogene 17:
3261-3270.
Banchereau, J. and Steinman, R.M. 1998. Dendritic cells and the control of immunity. Nature 19;392: 245-252.
Bell, D., Young, J.W. and Banchereau, J. 1999. Dendritic cells. Adv Immunol 72:255-324.: 255-324.
Bennett, M., Macdonald, K., Chan, S.W., Luzio, J.P., Simari, R. and Weissberg, P. 1998. Cell surface trafficking
of Fas: a rapid mechanism of p53-mediated apoptosis. Science 282: 290-293.
Bhardwaj, N., Bender, A., Gonzalez, N., Bui, L.K., Garrett, M.C. and Steinman, R.M. 1994. Influenza virus-
infected dendritic cells stimulate strong proliferative and cytolytic responses from human CD8+ T cells. J
Clin Invest 94: 797-807.
Black, R.A. 2002. Tumor necrosis factor-alpha converting enzyme. Int J Biochem Cell Biol 34: 1-5.
Blouin, A. and Blaho, J.A. 2001. Assessment of the subcellular localization of the herpes simplex virus structural
protein VP22 in the absence of other viral gene products. Virus Res 81: 57-68.
Boya, P., Roques, B. and Kroemer, G. 2001. Viral and bacterial proteins regulating apoptosis at the
mitochondrial level. EMBO J 20: 4325-4331.
Boyle, W. and Chow, A. 1969. Isolation of human lymphocytes by a Ficoll barrier method. Transfusion 9: 151-
155.
Brignati, M.J., Loomis, J.S., Wills, J.W. and Courtney, R.J. 2003. Membrane association of VP22, a herpes
simplex virus type 1 tegument protein. J Virol 77: 4888-4898.
Cao, X., Sugita, M., Van Der, W.N., Lai, J., Rogers, R.A., Peters, P.J. and Brenner, M.B. 2002. CD1 molecules
efficiently present antigen in immature dendritic cells and traffic independently of MHC class II during
dendritic cell maturation. J Immunol 169: 4770-4777.
Cauwels, A., Janssen, B., Waeytens, A., Cuvelier, C. and Brouckaert, P. 2003. Caspase inhibition causes
hyperacute tumor necrosis factor-induced shock via oxidative stress and phospholipase A2. Nat Immunol
4: 387-393.
Caux, C., Massacrier, C., Vanbervliet, B., Dubois, B., Durand, I., Cella, M., Lanzavecchia, A. and Banchereau,
J. 1997. CD34+ hematopoietic progenitors from human cord blood differentiate along two independent
dendritic cell pathways in response to granulocyte-macrophage colony-stimulating factor plus tumor
necrosis factor alpha: II. Functional analysis. Blood 90: 1458-1470.
Cella, M., Engering, A., Pinet, V., Pieters, J. and Lanzavecchia, A. 1997a. Inflammatory stimuli induce
accumulation of MHC class II complexes on dendritic cells. Nature 388: 782-787.
Literaturverzeichnis Seite 93
Cella, M., Sallusto, F. and Lanzavecchia, A. 1997b. Origin, maturation and antigen presenting function of
dendritic cells. Curr Opin Immunol 9: 10-16.
Cella, M., Scheidegger, D., Palmer-Lehmann, K., Lane, P., Lanzavecchia, A. and Alber, G. 1996. Ligation of
CD40 on dendritic cells triggers production of high levels of interleukin-12 and enhances T cell
stimulatory capacity: T-T help via APC activation. J Exp Med 184: 747-752.
Clarke, P., Meintzer, S.M., Gibson, S., Widmann, C., Garrington, T.P., Johnson, G.L. and Tyler, K.L. 2000.
Reovirus-induced apoptosis is mediated by TRAIL. J Virol 74: 8135-8139.
De, S.K., Devadas, K. and Notkins, A.L. 2002. Elevated levels of tumor necrosis factor alpha (TNF-alpha) in
human immunodeficiency virus type 1-transgenic mice: prevention of death by antibody to TNF-alpha. J
Virol 76: 11710-11714.
Dilber, M.S., Phelan, A., Aints, A., Mohamed, A.J., Elliott, G., Smith, C.I. and O'Hare, P. 1999. Intercellular
delivery of thymidine kinase prodrug activating enzyme by the herpes simplex virus protein, VP22. Gene
Ther 6: 12-21.
Elliott, G. and O'Hare, P. 1997. Intercellular trafficking and protein delivery by a herpesvirus structural protein.
Cell 88: 223-233.
Elliott, G. and O'Hare, P. 1998. Herpes simplex virus type 1 tegument protein VP22 induces the stabilization and
hyperacetylation of microtubules. J Virol 72: 6448-6455.
Elliott, G. and O'Hare, P. 1999. Live-cell analysis of a green fluorescent protein-tagged herpes simplex virus
infection. J Virol 73: 4110-4119.
Elliott, G. and O'Hare, P. 2000. Cytoplasm-to-nucleus translocation of a herpesvirus tegument protein during cell
division. J Virol 74: 2131-2141.
Elliott, G.D. and Meredith, D.M. 1992. The herpes simplex virus type 1 tegument protein VP22 is encoded by
gene UL49. J Gen Virol 73: 723-726.
Engelmayer, J., Larsson, M., Subklewe, M., Chahroudi, A., Cox, W.I., Steinman, R.M. and Bhardwaj, N. 1999.
Vaccinia virus inhibits the maturation of human dendritic cells: a novel mechanism of immune evasion. J
Immunol 163: 6762-6768.
Engering, A.J., Cella, M., Fluitsma, D.M., Hoefsmit, E.C., Lanzavecchia, A. and Pieters, J. 1997. Mannose
receptor mediated antigen uptake and presentation in human dendritic cells. Adv Exp Med Biol 417:183-
7.: 183-187.
Fang, B., Xu, B., Koch, P. and Roth, J.A. 1998. Intercellular trafficking of VP22-GFP fusion proteins is not
observed in cultured mammalian cells. Gene Ther 5: 1420-1424.
Fanger, N.A., Maliszewski, C.R., Schooley, K. and Griffith, T.S. 1999. Human dendritic cells mediate cellular
apoptosis via tumor necrosis factor-related apoptosis-inducing ligand (TRAIL). J Exp Med 190: 1155-
1164.
Fraser, N.W., Spivack, J.G., Wroblewska, Z., Block, T., Deshmane, S.L., Valyi-Nagy, T., Natarajan, R. and
Gesser, R.M. 1991. A review of the molecular mechanism of HSV-1 latency. Curr Eye Res 10 Suppl:1-
13.: 1-13.
Fukazawa, T., Fujiwara, T., Uno, F., Teraishi, F., Kadowaki, Y., Itoshima, T., Takata, Y., Kagawa, S., Roth,
J.A., Tschopp, J. and Tanaka, N. 2001. Accelerated degradation of cellular FLIP protein through the
ubiquitin-proteasome pathway in p53-mediated apoptosis of human cancer cells. Oncogene 20: 5225-
5231.
Fulda, S., Meyer, E. and Debatin, K.M. 2000. Metabolic inhibitors sensitize for CD95 (APO-1/Fas)-induced
apoptosis by down-regulating Fas-associated death domain-like interleukin 1-converting enzyme
inhibitory protein expression. Cancer Res 60: 3947-3956.
Literaturverzeichnis Seite 94
Galvan, V. and Roizman, B. 1998. Herpes simplex virus 1 induces and blocks apoptosis at multiple steps during
infection and protects cells from exogenous inducers in a cell-type-dependent manner. Proc Natl Acad Sci
U S A 95: 3931-3936.
Goltsev, Y.V., Kovalenko, A.V., Arnold, E., Varfolomeev, E.E., Brodianskii, V.M. and Wallach, D. 1997.
CASH, a novel caspase homologue with death effector domains. J Biol Chem 272: 19641-19644.
Gooding, L.R. 1994. Regulation of TNF-mediated cell death and inflammation by human adenoviruses. Infect
Agents Dis 3: 106-115.
Haarr, L. and Skulstad, S. 1994. The herpes simplex virus type 1 particle: structure and molecular functions.
Review article. APMIS 102: 321-346.
Han, D.K., Chaudhary, P.M., Wright, M.E., Friedman, C., Trask, B.J., Riedel, R.T., Baskin, D.G., Schwartz,
S.M. and Hood, L. 1997. MRIT, a novel death-effector domain-containing protein, interacts with caspases
and BclXL and initiates cell death. Proc Natl Acad Sci U S A 94: 11333-11338.
Heath, W.R. and Carbone, F.R. 2001. Cross-presentation in viral immunity and self-tolerance. Nat Rev Immunol
1: 126-134.
Heufler, C., Koch, F. and Schuler, G. 1988. Granulocyte/macrophage colony-stimulating factor and interleukin 1
mediate the maturation of murine epidermal Langerhans cells into potent immunostimulatory dendritic
cells. J Exp Med 167: 700-705.
Hill, A., Jugovic, P., York, I., Russ, G., Bennink, J., Yewdell, J., Ploegh, H. and Johnson, D. 1995. Herpes
simplex virus turns off the TAP to evade host immunity. Nature 375: 411-415.
Homa, F.L. and Brown, J.C. 1997. Capsid assembly and DNA packaging in herpes simplex virus. Rev Med
Virol 7: 107-122.
Hoves, S., Niller, H.H., Krause, S.W., Straub, R., Gluck, T., Mountz, J.D., Scholmerich, J. and Fleck, M. 2001.
Decreased T cell stimulatory capacity of monocyte-derived human macrophages following herpes
simplex virus type 1 infection. Scand J Immunol 54: 93-99.
Inaba, K., Pack, M., Inaba, M., Sakuta, H., Isdell, F. and Steinman, R.M. 1997. High levels of a major
histocompatibility complex II-self peptide complex on dendritic cells from the T cell areas of lymph
nodes. J Exp Med 186: 665-672.
Inaba, K., Witmer-Pack, M., Inaba, M., Hathcock, K.S., Sakuta, H., Azuma, M., Yagita, H., Okumura, K.,
Linsley, P.S., Ikehara, S. and . 1994. The tissue distribution of the B7-2 costimulator in mice: abundant
expression on dendritic cells in situ and during maturation in vitro. J Exp Med 180: 1849-1860.
Inohara, N., Koseki, T., Hu, Y., Chen, S. and Nunez, G. 1997. CLARP, a death effector domain-containing
protein interacts with caspase-8 and regulates apoptosis. Proc Natl Acad Sci U S A 94: 10717-10722.
Irmler, M., Thome, M., Hahne, M., Schneider, P., Hofmann, K., Steiner, V., Bodmer, J.L., Schroter, M., Burns,
K., Mattmann, C., Rimoldi, D., French, L.E. and Tschopp, J. 1997. Inhibition of death receptor signals by
cellular FLIP. Nature 388: 190-195.
Jiang, Q., Akashi, S., Miyake, K. and Petty, H.R. 2000. Lipopolysaccharide induces physical proximity between
CD14 and toll-like receptor 4 (TLR4) prior to nuclear translocation of NF-kappa B. J Immunol 165:
3541-3544.
Johnson, D.C. and Hegde, N.R. 2002. Inhibition of the MHC class II antigen presentation pathway by human
cytomegalovirus. Curr Top Microbiol Immunol 269:101-15.: 101-115.
Jones, C.A., Fernandez, M., Herc, K., Bosnjak, L., Miranda-Saksena, M., Boadle, R.A. and Cunningham, A.
2003. Herpes Simplex Virus Type 2 Induces Rapid Cell Death and Functional Impairment of Murine
Dendritic Cells In Vitro. J Virol 77: 11139-11149.
Literaturverzeichnis Seite 95
Kagi, D., Seiler, P., Pavlovic, J., Ledermann, B., Burki, K., Zinkernagel, R.M. and Hengartner, H. 1995. The
roles of perforin- and Fas-dependent cytotoxicity in protection against cytopathic and noncytopathic
viruses. Eur J Immunol 25: 3256-3262.
Kaisho, T. and Akira, S. 2003. Regulation of dendritic cell function through Toll-like receptors. Curr Mol Med
3: 373-385.
Kanai, Y., Takemura, R., Oshima, T., Mori, H., Ihara, Y., Yanagisawa, M., Masaki, T. and Hirokawa, N. 1989.
Expression of multiple tau isoforms and microtubule bundle formation in fibroblasts transfected with a
single tau cDNA. J Cell Biol 109: 1173-1184.
Kischkel, F.C., Hellbardt, S., Behrmann, I., Germer, M., Pawlita, M., Krammer, P.H. and Peter, M.E. 1995.
Cytotoxicity-dependent APO-1 (Fas/CD95)-associated proteins form a death-inducing signaling complex
(DISC) with the receptor. EMBO J 14: 5579-5588.
Krammer, P.H. 1999. CD95(APO-1/Fas)-mediated apoptosis: live and let die. Adv Immunol 71:163-210.: 163-
210.
Krammer, P.H. 2000. CD95's deadly mission in the immune system. Nature 407: 789-795.
Kruidering, M. and Evan, G.I. 2000. Caspase-8 in apoptosis: the beginning of "the end"? IUBMB Life 50: 85-90.
Kruisbeek, A.M. and E.M. Shevach. 1991. Proliferative assay for T cell function. In: Current protocols in
Immunology. J.E.Coligan, A.M.Kruisbeek, D.H.Margulies, E.M.Shevach, and W.Strober, editors. John
Wiley & Sons, Inc., New York. 3.12.1-3.12.14.
Kruse, M., Rosorius, O., Kratzer, F., Stelz, G., Kuhnt, C., Schuler, G., Hauber, J. and Steinkasserer, A. 2000.
Mature dendritic cells infected with herpes simplex virus type 1 exhibit inhibited T-cell stimulatory
capacity. J Virol 74: 7127-7136.
Kueltzo, L.A., Normand, N., O'Hare, P. and Middaugh, C.R. 2000. Conformational lability of herpesvirus
protein VP22. J Biol Chem 275: 33213-33221.
Kuida, K., Zheng, T.S., Na, S., Kuan, C., Yang, D., Karasuyama, H., Rakic, P. and Flavell, R.A. 1996.
Decreased apoptosis in the brain and premature lethality in CPP32-deficient mice. Nature 384: 368-372.
Lehmann, C., Sprenger, H., Nain, M., Bacher, M. and Gemsa, D. 1996. Infection of macrophages by influenza A
virus: characteristics of tumour necrosis factor-alpha (TNF alpha) gene expression. Res Virol 147: 123-
130.
Leverkus, M., Walczak, H., McLellan, A., Fries, H.W., Terbeck, G., Brocker, E.B. and Kampgen, E. 2000.
Maturation of dendritic cells leads to up-regulation of cellular FLICE-inhibitory protein and concomitant
down-regulation of death ligand-mediated apoptosis. Blood 96: 2628-2631.
Li, L., Liu, D., Hutt-Fletcher, L., Morgan, A., Masucci, M.G. and Levitsky, V. 2002. Epstein-Barr virus inhibits
the development of dendritic cells by promoting apoptosis of their monocyte precursors in the presence of
granulocyte macrophage-colony-stimulating factor and interleukin-4. Blood 99: 3725-3734.
Lorenzo, M.E., Ploegh, H.L. and Tirabassi, R.S. 2001. Viral immune evasion strategies and the underlying cell
biology. Semin Immunol 13: 1-9.
Lundberg, M. and Johansson, M. 2001. Is VP22 nuclear homing an artifact? Nat Biotechnol 19: 713-714.
Lundqvist, A., Nagata, T., Kiessling, R. and Pisa, P. 2002. Mature dendritic cells are protected from Fas/CD95-
mediated apoptosis by upregulation of Bcl-X(L). Cancer Immunol Immunother 51: 139-144.
Macatonia, S.E., Gompels, M., Pinching, A.J., Patterson, S. and Knight, S.C. 1992. Antigen-presentation by
macrophages but not by dendritic cells in human immunodeficiency virus (HIV) infection. Immunology
75: 576-581.
Literaturverzeichnis Seite 96
Manservigi, R. and Cassai, E. 1991. The glycoproteins of the human herpesviruses. Comp Immunol Microbiol
Infect Dis 14: 81-95.
Martin, S.J., Reutelingsperger, C.P., McGahon, A.J., Rader, J.A., van Schie, R.C., LaFace, D.M. and Green,
D.R. 1995. Early redistribution of plasma membrane phosphatidylserine is a general feature of apoptosis
regardless of the initiating stimulus: inhibition by overexpression of Bcl-2 and Abl. J Exp Med 182:
1545-1556.
McGeoch, D.J. 1987. The genome of herpes simplex virus: structure, replication and evolution. J Cell Sci Suppl
7:67-94.: 67-94.
Medema, J.P., Scaffidi, C., Kischkel, F.C., Shevchenko, A., Mann, M., Krammer, P.H. and Peter, M.E. 1997.
FLICE is activated by association with the CD95 death-inducing signaling complex (DISC). EMBO J 16:
2794-2804.
Meinl, E., Fickenscher, H., Thome, M., Tschopp, J. and Fleckenstein, B. 1998. Anti-apoptotic strategies of
lymphotropic viruses. Immunol Today 19: 474-479.
Micheau, O., Lens, S., Gaide, O., Alevizopoulos, K. and Tschopp, J. 2001. NF-kappaB signals induce the
expression of c-FLIP. Mol Cell Biol 21: 5299-5305.
Mihara, M., Erster, S., Zaika, A., Petrenko, O., Chittenden, T., Pancoska, P. and Moll, U.M. 2003. p53 has a
direct apoptogenic role at the mitochondria. Mol Cell 11: 577-590.
Mikloska, Z., Bosnjak, L. and Cunningham, A.L. 2001. Immature monocyte-derived dendritic cells are
productively infected with herpes simplex virus type 1. J Virol 75: 5958-5964.
Miranda-Saksena, M., Boadle, R.A., Armati, P. and Cunningham, A.L. 2002. In rat dorsal root ganglion neurons,
herpes simplex virus type 1 tegument forms in the cytoplasm of the cell body. J Virol 76: 9934-9951.
Morrow, G., Slobedman, B., Cunningham, A.L. and Abendroth, A. 2003. Varicella-zoster virus productively
infects mature dendritic cells and alters their immune function. J Virol 77: 4950-4959.
Muzio, M., Chinnaiyan, A.M., Kischkel, F.C., O'Rourke, K., Shevchenko, A., Ni, J., Scaffidi, C., Bretz, J.D.,
Zhang, M., Gentz, R., Mann, M., Krammer, P.H., Peter, M.E. and Dixit, V.M. 1996. FLICE, a novel
FADD-homologous ICE/CED-3-like protease, is recruited to the CD95 (Fas/APO-1) death--inducing
signaling complex. Cell 85: 817-827.
O'Brien, V. 1998. Viruses and apoptosis. J Gen Virol 79: 1833-1845.
Panka, D.J., Mano, T., Suhara, T., Walsh, K. and Mier, J.W. 2001. Phosphatidylinositol 3-kinase/Akt activity
regulates c-FLIP expression in tumor cells. J Biol Chem 276: 6893-6896.
Perez, D. and White, E. 2003. E1A sensitizes cells to tumor necrosis factor alpha by downregulating c-FLIP S. J
Virol 77: 2651-2662.
Plotnicky-Gilquin, H., Cyblat, D., Aubry, J.P., Delneste, Y., Blaecke, A., Bonnefoy, J.Y., Corvaia, N. and
Jeannin, P. 2001. Differential effects of parainfluenza virus type 3 on human monocytes and dendritic
cells. Virology %20;285: 82-90.
Pollara, G., Speidel, K., Samady, L., Rajpopat, M., McGrath, Y., Ledermann, J., Coffin, R.S., Katz, D.R. and
Chain, B. 2003. Herpes simplex virus infection of dendritic cells: balance among activation, inhibition,
and immunity. J Infect Dis 187: 165-178.
Pomeranz, L.E. and Blaho, J.A. 1999. Modified VP22 localizes to the cell nucleus during synchronized herpes
simplex virus type 1 infection. J Virol 73: 6769-6781.
Preston, C.M. 2000. Repression of viral transcription during herpes simplex virus latency. J Gen Virol 81: 1-19.
Literaturverzeichnis Seite 97
Raftery, M.J., Behrens, C.K., Muller, A., Krammer, P.H., Walczak, H. and Schonrich, G. 1999. Herpes simplex
virus type 1 infection of activated cytotoxic T cells: Induction of fratricide as a mechanism of viral
immune evasion. J Exp Med 190: 1103-1114.
Raftery, M.J., Schwab, M., Eibert, S.M., Samstag, Y., Walczak, H. and Schonrich, G. 2001. Targeting the
function of mature dendritic cells by human cytomegalovirus: a multilayered viral defense strategy.
Immunity 15: 997-1009.
Rasper, D.M., Vaillancourt, J.P., Hadano, S., Houtzager, V.M., Seiden, I., Keen, S.L., Tawa, P., Xanthoudakis,
S., Nasir, J., Martindale, D., Koop, B.F., Peterson, E.P., Thornberry, N.A., Huang, J., MacPherson, D.P.,
Black, S.C., Hornung, F., Lenardo, M.J., Hayden, M.R., Roy, S. and Nicholson, D.W. 1998. Cell death
attenuation by 'Usurpin', a mammalian DED-caspase homologue that precludes caspase-8 recruitment and
activation by the CD-95 (Fas, APO-1) receptor complex. Cell Death Differ 5: 271-288.
Reddy, A., Sapp, M., Feldman, M., Subklewe, M. and Bhardwaj, N. 1997. A monocyte conditioned medium is
more effective than defined cytokines in mediating the terminal maturation of human dendritic cells.
Blood 90: 3640-3646.
Reid, C.D., Stackpoole, A., Meager, A. and Tikerpae, J. 1992. Interactions of tumor necrosis factor with
granulocyte-macrophage colony-stimulating factor and other cytokines in the regulation of dendritic cell
growth in vitro from early bipotent CD34+ progenitors in human bone marrow. J Immunol 149: 2681-
2688.
Ren, X., Harms, J.S. and Splitter, G.A. 2001. Bovine herpesvirus 1 tegument protein VP22 interacts with
histones, and the carboxyl terminus of VP22 is required for nuclear localization. J Virol 75: 8251-8258.
Rescigno, M., Piguet, V., Valzasina, B., Lens, S., Zubler, R., French, L., Kindler, V., Tschopp, J. and Ricciardi-
Castagnoli, P. 2000. Fas engagement induces the maturation of dendritic cells (DCs), the release of
interleukin (IL)-1beta, and the production of interferon gamma in the absence of IL-12 during DC-T cell
cognate interaction: a new role for Fas ligand in inflammatory responses. J Exp Med 192: 1661-1668.
Ridge, J.P., Di Rosa, F. and Matzinger, P. 1998. A conditioned dendritic cell can be a temporal bridge between a
CD4+ T-helper and a T-killer cell. Nature 393: 474-478.
Rivera-Walsh, I., Waterfield, M., Xiao, G., Fong, A. and Sun, S.C. 2001. NF-kappaB signaling pathway governs
TRAIL gene expression and human T-cell leukemia virus-I Tax-induced T-cell death. J Biol Chem 276:
40385-40388.
Roizman, B. and Baines, J. 1991. The diversity and unity of Herpesviridae. Comp Immunol Microbiol Infect Dis
14: 63-79.
Roizman, B. and A.E. Sears. 1996. Herpes simplex viruses and their replication. In: Fields virology. Fields B.N.,
D.M.Knipe, and Howley P.M., editors. Lippincott-Raven Publishers, Philadelphia, Pa. 2231-2295.
Salio, M., Cella, M., Suter, M. and Lanzavecchia, A. 1999. Inhibition of dendritic cell maturation by herpes
simplex virus. Eur J Immunol 29: 3245-3253.
Sallusto, F. and Lanzavecchia, A. 1994. Efficient presentation of soluble antigen by cultured human dendritic
cells is maintained by granulocyte/macrophage colony-stimulating factor plus interleukin 4 and
downregulated by tumor necrosis factor alpha. J Exp Med 179: 1109-1118.
Samstag, Y., Eibert, S.M., Klemke, M. and Wabnitz, G.H. 2003. Actin cytoskeletal dynamics in T lymphocyte
activation and migration. J Leukoc Biol 73: 30-48.
Scaffidi, C., Fulda, S., Srinivasan, A., Friesen, C., Li, F., Tomaselli, K.J., Debatin, K.M., Krammer, P.H. and
Peter, M.E. 1998. Two CD95 (APO-1/Fas) signaling pathways. EMBO J 17: 1675-1687.
Scaffidi, C., Schmitz, I., Krammer, P.H. and Peter, M.E. 1999. The role of c-FLIP in modulation of CD95-
induced apoptosis. J Biol Chem 274: 1541-1548.
Literaturverzeichnis Seite 98
Schmitz, I., Kirchhoff, S. and Krammer, P.H. 2000. Regulation of death receptor-mediated apoptosis pathways.
Int J Biochem Cell Biol 32: 1123-1136.
Schulze-Osthoff, K., Ferrari, D., Los, M., Wesselborg, S. and Peter, M.E. 1998. Apoptosis signaling by death
receptors. Eur J Biochem 254: 439-459.
Sciortino, M.T., Taddeo, B., Poon, A.P., Mastino, A. and Roizman, B. 2002. Of the three tegument proteins that
package mRNA in herpes simplex virions, one (VP22) transports the mRNA to uninfected cells for
expression prior to viral infection. Proc Natl Acad Sci U S A 99: 8318-8323.
Sedger, L.M., Shows, D.M., Blanton, R.A., Peschon, J.J., Goodwin, R.G., Cosman, D. and Wiley, S.R. 1999.
IFN-gamma mediates a novel antiviral activity through dynamic modulation of TRAIL and TRAIL
receptor expression. J Immunol 163: 920-926.
Seidmann, C.E., K. Struhl, J. Sheen, and T. Jessen. 1997. Introduction of Plasmid DNA into Cells. In: Current
Protocols in Molecular Biology. J.Wiley and & Sons, editors. 1.8.1-1.8.10.
Servet-Delprat, C., Vidalain, P.O., Azocar, O., Le Deist, F., Fischer, A. and Rabourdin-Combe, C. 2000.
Consequences of Fas-mediated human dendritic cell apoptosis induced by measles virus. J Virol 74:
4387-4393.
Shaulsky, G., Goldfinger, N., Tosky, M.S., Levine, A.J. and Rotter, V. 1991. Nuclear localization is essential for
the activity of p53 protein. Oncogene 6: 2055-2065.
Shu, H.B., Halpin, D.R. and Goeddel, D.V. 1997. Casper is a FADD- and caspase-related inducer of apoptosis.
Immunity 6: 751-763.
Siegel, R.M., Martin, D.A., Zheng, L., Ng, S.Y., Bertin, J., Cohen, J. and Lenardo, M.J. 1998. Death-effector
filaments: novel cytoplasmic structures that recruit caspases and trigger apoptosis. J Cell Biol 141: 1243-
1253.
Sordet, O., Rebe, C., Plenchette, S., Zermati, Y., Hermine, O., Vainchenker, W., Garrido, C., Solary, E. and
Dubrez-Daloz, L. 2002. Specific involvement of caspases in the differentiation of monocytes into
macrophages. Blood 100: 4446-4453.
Sprick, M.R., Weigand, M.A., Rieser, E., Rauch, C.T., Juo, P., Blenis, J., Krammer, P.H. and Walczak, H. 2000.
FADD/MORT1 and caspase-8 are recruited to TRAIL receptors 1 and 2 and are essential for apoptosis
mediated by TRAIL receptor 2. Immunity 12: 599-609.
Srinivasula, S.M., Ahmad, M., Ottilie, S., Bullrich, F., Banks, S., Wang, Y., Fernandes-Alnemri, T., Croce,
C.M., Litwack, G., Tomaselli, K.J., Armstrong, R.C. and Alnemri, E.S. 1997. FLAME-1, a novel FADD-
like anti-apoptotic molecule that regulates Fas/TNFR1-induced apoptosis. J Biol Chem 272: 18542-
18545.
Steinman, R.M. 1991. The dendritic cell system and its role in immunogenicity. Annu Rev Immunol 9:271-96.:
271-296.
Steinman, R.M. and Cohn, Z.A. 1973. Identification of a novel cell type in peripheral lymphoid organs of mice.
I. Morphology, quantitation, tissue distribution. J Exp Med 137: 1142-1162.
Stern, A.S., Magram, J. and Presky, D.H. 1996. Interleukin-12 an integral cytokine in the immune response. Life
Sci 58: 639-654.
Suda, T., Hashimoto, H., Tanaka, M., Ochi, T. and Nagata, S. 1997. Membrane Fas ligand kills human
peripheral blood T lymphocytes, and soluble Fas ligand blocks the killing. J Exp Med 186: 2045-2050.
Thome, M., Schneider, P., Hofmann, K., Fickenscher, H., Meinl, E., Neipel, F., Mattmann, C., Burns, K.,
Bodmer, J.L., Schroter, M., Scaffidi, C., Krammer, P.H., Peter, M.E. and Tschopp, J. 1997. Viral FLICE-
inhibitory proteins (FLIPs) prevent apoptosis induced by death receptors. Nature 386: 517-521.
Literaturverzeichnis Seite 99
Thome, M. and Tschopp, J. 2001. Regulation of lymphocyte proliferation and death by FLIP. Nat Rev Immunol
1: 50-58.
Tomishima, M.J., Smith, G.A. and Enquist, L.W. 2001. Sorting and transport of alpha herpesviruses in axons.
Traffic 2: 429-436.
Trauth, B.C., Klas, C., Peters, A.M., Matzku, S., Moller, P., Falk, W., Debatin, K.M. and Krammer, P.H. 1989.
Monoclonal antibody-mediated tumor regression by induction of apoptosis. Science 245: 301-305.
van Leeuwen, H., Okuwaki, M., Hong, R., Chakravarti, D., Nagata, K. and O'Hare, P. 2003. Herpes simplex
virus type 1 tegument protein VP22 interacts with TAF-I proteins and inhibits nucleosome assembly but
not regulation of histone acetylation by INHAT. J Gen Virol 84: 2501-2510.
Van Pel, A., De Plaen, E. and Boon, T. 1985. Selection of highly transfectable variant from mouse mastocytoma
P815. Somat Cell Mol Genet 11: 467-475.
Vaux, D.L. and Korsmeyer, S.J. 1999. Cell death in development. Cell 96: 245-254.
Vercammen, D., Beyaert, R., Denecker, G., Goossens, V., Van Loo, G., Declercq, W., Grooten, J., Fiers, W. and
Vandenabeele, P. 1998. Inhibition of caspases increases the sensitivity of L929 cells to necrosis mediated
by tumor necrosis factor. J Exp Med 187: 1477-1485.
Vermes, I., Haanen, C., Steffens-Nakken, H. and Reutelingsperger, C. 1995. A novel assay for apoptosis. Flow
cytometric detection of phosphatidylserine expression on early apoptotic cells using fluorescein labelled
Annexin V. J Immunol Methods 184: 39-51.
Vidalain, P.O., Azocar, O., Lamouille, B., Astier, A., Rabourdin-Combe, C. and Servet-Delprat, C. 2000.
Measles virus induces functional TRAIL production by human dendritic cells. J Virol 74: 556-559.
Visintin, A., Mazzoni, A., Spitzer, J.H., Wyllie, D.H., Dower, S.K. and Segal, D.M. 2001. Regulation of Toll-
like receptors in human monocytes and dendritic cells. J Immunol 166: 249-255.
Ward, P.L., Ogle, W.O. and Roizman, B. 1996. Assemblons: nuclear structures defined by aggregation of
immature capsids and some tegument proteins of herpes simplex virus 1. J Virol 70: 4623-4631.
Washburn, B., Weigand, M.A., Grosse-Wilde, A., Janke, M., Stahl, H., Rieser, E., Sprick, M.R., Schirrmacher,
V. and Walczak, H. 2003. TNF-related apoptosis-inducing ligand mediates tumoricidal activity of human
monocytes stimulated by Newcastle disease virus. J Immunol 170: 1814-1821.
Willems, F., Amraoui, Z., Vanderheyde, N., Verhasselt, V., Aksoy, E., Scaffidi, C., Peter, M.E., Krammer, P.H.
and Goldman, M. 2000. Expression of c-FLIP(L) and resistance to CD95-mediated apoptosis of
monocyte-derived dendritic cells: inhibition by bisindolylmaleimide. Blood 95: 3478-3482.
Xu, X.N., Screaton, G.R. and McMichael, A.J. 2001. Virus infections: escape, resistance, and counterattack.
Immunity 15: 867-870.
Yeh, J.H., Hsu, S.C., Han, S.H. and Lai, M.Z. 1998. Mitogen-activated protein kinase kinase antagonized fas-
associated death domain protein-mediated apoptosis by induced FLICE-inhibitory protein expression. J
Exp Med 188: 1795-1802.
Yeh, W.C., Itie, A., Elia, A.J., Ng, M., Shu, H.B., Wakeham, A., Mirtsos, C., Suzuki, N., Bonnard, M., Goeddel,
D.V. and Mak, T.W. 2000. Requirement for Casper (c-FLIP) in regulation of death receptor-induced
apoptosis and embryonic development. Immunity 12: 633-642.
Zhou, L.J. and Tedder, T.F. 1995. Human blood dendritic cells selectively express CD83, a member of the
immunoglobulin superfamily. J Immunol 154: 3821-3835.
